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 RESUMO ARTIGO I 
 
A Hipertensão Portal (HP) é uma síndrome clínica associada ao desenvolvimento 
de uma circulação hiperdinâmica e varizes gastroesofágicas. O objetivo deste 
estudo foi avaliar a ação antioxidante da N-Acetilcisteína (NAC) em ratos com 
hipertensão portal. A HP foi induzida através modelo experimental de ligadura 
parcial da veia porta (LPVP). O dano oxidativo no estômago foi avaliado através 
do nível de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e atividade de 
enzimas antioxidantes. Também foram avaliados os níveis de nitritos e nitratos e 
promovida a análise histológica através da coloração de hematoxilina-eosina. A 
pressão portal e o diâmetro dos vasos foram mensurados. O dano hepático foi 
avaliado através das enzimas aspartato amino-transferase (AST), alanina amino-
transferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA). Os animais foram divididos em quatro 
grupos experimentais (n=6): Sham-operated (SO), SO + NAC, LPVP e LPVP + 
NAC. A NAC (10 mg/kg ip.) foi administrada diariamente durante 7 dias, iniciados 
no 8º dia após a cirurgia. Os animais do grupo LPVP apresentaram um aumento 
significativo nos valores de pressão portal, diâmetro vascular, níveis de TBARS e 
nitritos e nitratos quando comparados ao grupo SO. Esses valores foram 
acompanhados por uma redução das enzimas antioxidantes superóxido 
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx). A análise histológica demonstrou 
vasos dilatados na mucosa gástrica dos animais do grupo LPVP. A NAC foi capaz 
de reduzir valores de pressão portal, diâmetro vascular, niveis de TBARS e nitritos 
e nitratos quando comparados ao grupo LPVP. Ainda, o grupo LPVP + NAC 
demonstrou um aumento na atividade da SOD e GPx. A N-acetilcisteína atenuou 
o dano no estômago dos animais estudados. Concluímos que o estresse oxidativo 
é associado à hipertensão portal e que o antioxidante NAC é capaz de minimizar 
os danos em animais LPVP.  
 
Palavres-chave: Ligadura parcial da veia porta, Estresse oxidativo, Hipertensão 
Portal  
 
 RESUMO ARTIGO II 
 
A Hipertensão Portal é associada ao desenvolvimento de uma circulação colateral 
devido a um aumento progressivo da pressão portal. Este estado hiperdinâmico 
provoca dilatação em vários segmentos do aparelho digestivo, incluindo o 
estômago. Nosso objetivo foi avaliar o efeito antioxidante da N-acetilcisteína no 
estômago de ratos com hipertensão portal. Os animais foram divididos em quatro 
grupos experimentais (n=6): Sham-operated (SO), SO + NAC, ligadura parcial da 
veia porta (LPVP) e LPVP + NAC. A N-acetilcisteína (10 mg/kg ip) foi administrada 
diariamente durante 7, iniciados no 8º dia após a cirurgia. Foi realizada a 
mensuração da pressão portal e imunohistoquímica das proteínas óxido nítrico 
sintase endotelial (eNOS), fator de crescimento vascular endoteial (VEGF) e 
nitrotirosina (NTT) no estômago. Avaliamos também a eNOS e VEGF por Western 
blot e o dano de DNA em amostra de sangue por ensaio de cometa. O grupo com 
hipertensão portal apresentou um aumento da pressão portal e expressão de 
eNOS, VEGF e NTT quando comparado ao grupo SO. A NAC foi capaz de 
diminuir os valores da pressão portal e a expressão de todas as proteínas 
avaliadas. Ainda, a NAC reduziu o dano ao DNA nos animais do grupo LPVP + 
NAC. Em conclusão, a NAC foi capaz de minimizar a vasodilatação gástrica, 
avaliada por eNOS; a angiogênese, avaliada pelo VEGF; e o estresse oxidativo, 
avaliado por NTT. Este tratamento antioxidante também protegeu os animais de 
danos ao DNA. Com esses resultados, concluímos que a NAC é capaz de 
proteger o estômago das alterações induzidas pelo procedimento de LPVP. 
 








 RESUMO ARTIGO III 
 
A hipertensão portal (HP) é uma síndrome frequentemente associada à cirrose, 
caracterizada por um progressivo aumento de pressão no sistema portal e 
consequente dilatação vascular compensatória. As alterações vasculares 
gástricas caracterizam o quadro de gastropatia, sendo essas associadas ao 
estresse oxidativo e nitrosativo. Ainda, o processo inflamatório é considerado um 
fator agravante na severidade do quadro acima descito, sendo frequentemente 
associado à angiogênese presente na HP. Nosso objetivo foi verificar a ação anti-
inflamatória da N-acetilcisteína (NAC) no estômago de ratos com hipertensão 
portal. 18 ratos machos Wistar foram utilizados neste protocolo experimental, 
sendo esses divididos em três grupos (n=6): Sham-operated (SO), ligadura parcial 
da veia porta (LPVP) e LPVP + NAC. O tratamento com a N-acetilcisteína (NAC) 
na dose de (10 mg/kg ip) foi iniciado no oitavo dia após a cirurgia e ocorreu 
durante 7 dias posteriores. Nós avaliamos a expressão do fator nuclear-!!B (NF-
!B) e fator de necrose tumoral (TNF-α) através da técnica de imunohistoquímica, 
bem como a expressão de óxdo nítrico sintase induzível (iNOS), NAD(P)H 
quinona oxidorredutase 1 (NQO-1), proteína de choque térmico 90 (HSP-90) e 
superóxido dismutase (SOD) através da técnica de Western blot, nos estômagos 
dos ratos utilizados neste estudo. O grupo LPVP demonstrou um aumento da 
expressão de todos os parâmetros avaliados, sendo a NAC capaz de reduzi-los. 
Observando esses resultados, podemos concluir a eficácia deste tratamento 
como anti-inflamatório e antioxidante em animais com gastropatia da hipertensão 
portal decorrente do modelo de ligadura parcial da veia porta.  
 







 RESUMO ARTIGO IV 
 
A hipertensão portal (HP) é caracterizada por vasodilatação no sistema portal e e 
o intestino é um dos órgãos gravemente afetados. N-acetilcisteína (NAC) é uma 
molécula com propriedades importantes, amplamente utilizada na prática clínica. 
Nosso objetivo foi avaliar a ação da NAC no intestino de animais submetidos ao 
modelo animal de Ligadura parcial da veia porta (LPVP). 18 ratos Wistar machos 
foram divididos em três grupos experimentais (n = 6): Sham-operated (SO), LPVP 
e LPVP + NAC. No 8º dia após a cirurgia, a N-acetilcisteína (10 mg/kg, ip) foi 
administrada diariamente durante 7 dias. No 15º dia, o intestino dos animais foi 
coletado para análise de estresse oxidativo, imuno-histoquímica e Western blot. 
Nós avaliamos a expressão do fator nuclear-! !B (NF-!B) e fator de necrose 
tumoral (TNF-α) por imuno-histoquímica e óxido nítrico sintase induzível (iNOS) 
por Western blot. A lipoperoxidação foi avaliada pela técnica de substâncias que 
reagem ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), e as atividades das enzimas 
antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) foram 
verificadas. Observamos um aumento da expressão de NF-!B e TNF-α no grupo 
LPVP e na expressão da iNOS avaliada por Western blot. A NAC reduziu a 
expressão de todas as proteínas avaliadas. Observou-se também um aumento no 
estresse oxidativo no intestino dos ratos do grupo LPVP quando comparados ao 
grupo SO, sendo a NAC eficaz na redução desses valores no grupo LPVP + NAC. 
Também observamos uma redução na atividade das enzimas SOD e GPx no 
grupo com hipertensão portal, e a NAC foi capaz de restaurar a atividade das 
enzimas avaliadas. Sugerimos a ação antiinflamatória e antioxidante da NAC no 
intestino dos animais submetidos ao modelo LPVP. 
 






 ABSTRACT I 
 
Portal hypertension is a clinical syndrome associated with the development of a 
hyperdynamic circulation and gastroesophageal varices. Our aim was to evaluate 
the antioxidant effect of N-acetylcysteine on portal hypertensive rats. Portal 
hypertension was induced by partial portal vein ligation (PPVL). Oxidative damage 
in the stomach was mesured by lipoperoxidation trough thiobarbituric acid reactive 
substances (TBARS) and antioxidant enzyme activity; we also evaluated nitrates 
and nitrites level and histology stained by hematoxylin-eosin. We performed 
evaluation of portal pressure and measurement of vessels diameter. Liver damage 
was evaluated by measuring hepatic enzymes. The animals were divided in four 
experimental groups (n=6): sham-operated (SO), SO + NAC, partial portal vein 
ligation (PPVL) and PPVL + NAC. N-acetylcysteine (10 mg/kg ip) was 
administrated daily for 7 days and started 8 days after surgery. The portal 
hypertensive group showed an increase in portal pressure, vessels diameter, 
levels of TBARS and nitrates and nitrites level when compared to SO group. 
These values were accompanied by a decrease in superoxide dismutase (SOD) 
and glutathione peroxidase (GPx) antioxidant enzyme activity. Histology showed 
dilated vessels in the gastric mucosa in the PPVL group. NAC was able to 
decrease portal pressure values, vessels diameter, TBARS and also nitrates and 
nitrites levels when compared to PPVL group. Furthermore, PPVL + NAC group 
presented an increase in SOD and GPx activity. N-acetylcysteine attenuated 
damage in gastric mucosa. Oxidative stress is associated with portal hypertension 
and antioxidant NAC is able to minimize damages of PPVL in rats.  
 






 ABSTRACT II 
 
Portal Hypertension is associated with the development of a collateral circulation 
due to a progressive increase on portal pressure. This hyperdinamic state leads to 
dilation in several segments of the digestive tract, including stomach. Our aim was 
evaluate the antioxidant effect of N-Acetylcysteine in the stomach of portal 
hypertensive rats. The animals were divided in four experimental groups (n=6):  
sham-operated (SO), SO + NAC, partial portal vein ligation (PPVL) and PPVL + 
NAC. N-acetylcysteine (10 mg/kg ip) was administered daily for 7 days and started 
8 days after surgery. We performed evaluation of portal pressure and 
immunohistochemistry of eNOS, VEGF and NTT proteins in stomach. We also 
evaluated eNOS and VEGF by Western blot analysis and assessed DNA damage 
in blood sample by comet assay. The portal hypertensive group showed an 
increase in portal pressure, eNOS, VEGF and NTT expression when compared to 
SO group. NAC was able to decrease portal pressure values, and the expression 
of all the evaluated proteins. Furthermore, NAC was able to modulate DNA 
damage in PPVL + NAC animals. In conclusion, NAC was able to minimize gastric 
vasodilation, evaluated by eNOS, angiogenisis evaluated by VEGF, and oxidative 
stress evaluated by NTT. This antioxidant treatment protected the animals from 
DNA damage. Due to this results, we believe NAC is able to protect stomach from 
the alterations developed by the PPVL procedure. 
 









 ABSTRACT III 
 
Portal hypertension (PH) is a syndrome associated with cirrhosis and 
characterized by a progressive increase in portal pressure, with consequent 
compensatory vascular dilation. Gastric vascular changes associated with 
oxidative and nitrosative stress characterize the clinical presentation of portal 
hypertensive gastropathy. In addition, the inflammatory process is considered an 
aggravating factor for severity, by contributing to the gastric tissue injury. Our aim 
was to investigate the synergistic anti-inflammatory and antioxidant action of N-
acetylcysteine (NAC) in the stomach of rats with portal hypertension. Eighteen 
male Wistar rats were used in this experimental protocol, divided into three groups 
(n=6): sham-operated (SO), partial portal vein ligation (PPVL), and PPVL + NAC. 
Treatment with NAC at a dose of 10 mg/kg (i.p.) was initiated on the 8th day after 
surgery and continued for 7 days. We evaluated expression of iNOS, NQO-1, 
HSP-90, and SOD by Western blot, as well as NF-κB and TNF-α staining by 
immunohistochemistry, in the rat stomach. The PPVL group exhibited increased 
expression of HSP-90, iNOS, SOD  and NQO-1 when compared to controls. NAC 
reduced the expression of all studied proteins. Similarly, NF-!B and TNF-α 
staining was increased in PPVL animals and reduced in PPVL + NAC group. 
These results suggest the effectiveness of NAC as a dual anti-inflammatory and 
antioxidant in animals with experimental portal hypertensive gastropathy induced 
by partial ligation of the portal vein. 
 









 ABSTRACT IV 
 
Portal hypertension (PH) is characterized by vasodilatation in the portal system 
and the bowel is one of the severely affected organs. N-acetylcysteine (NAC) is a 
molecule with important properties and widely used in clinical practice. Our aim 
was to evaluate NAC action in the bowel of animals submitted to the animal model 
of partial portal vein ligation (PPVL). 18 male Wistar rats were divided into three 
experimental groups (n = 6): sham - operated (SO), PPVL, and PPVL + NAC. On 
the 8th day after surgery, N-acetylcysteine (10 mg/kg, ip) was administered daily 
for 7 days. On the 15th day the animals’ bowel was collected for oxidative stress 
analysis, immunohistochemistry and Western blot. We evaluated the expression of 
NF-ƙB and TNF-α by immunohistochemistry and iNOS by Western blot. Lipid 
peroxidation was assessed by TBARS technique, and the activities of antioxidant 
enzymes superoxide dismutase (SOD) and glutation peroxidase (GPx) were 
checked. We observed an increased expression of NF-ƙB and TNF-α in PPVL 
group, and an increased iNOS expression assessed by Western blot. NAC 
reduced the expression of all proteins evaluated. We also observed an increase in 
oxidative stress in the bowel of mice PPVL group when compared to controls 
(SO), and NAC was effective in reducing these values in PPVL + NAC group. Also, 
a reduction in the activity of SOD and GPx enzymes was observed in the diseased 
group, and NAC was able to restore the activity of the enzymes assessed. We 
suggest the anti-inflammatory and antioxidant action of NAC in the bowel of 
animals submitted to PPVL model. 
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A hipertensão portal (HP) é uma síndrome clínica resultante do aumento 
progressivo de pressão no sistema portal, ocasionado por alterações na 
resistência vascular e/ou fluxo sanguíneo local. Este quadro é caracterizado pelo 
desenvolvimento de uma circulação colateral hiperdinâmica, considerado um 
mecanismo compensatório de descompressão que desvia o sangue proveniente 
do sistema portal diretamente para a circulação sistêmica (Bosch et al., 2015).  
Este mecanismo de descompressão no sistema portal é estabelecido 
através da dilatação vascular de diferentes locais do sistema digestório. Dentre os 
órgãos acometidos por este distúrbio hemodinâmico, a Gastropatia da 
Hipertensão Portal (GHP) caracteriza as alterações gástricas presentes nesta 
síndrome, e a Colopatia da Hipertensão Portal (CHP), por sua vez, as alterações 
intestinais (Urrunaga e Rockey, 2014).  
Para estudar as alterações teciduais presentes na Hipertensão Portal, a 
literatura estabelece diferentes modelos experimentais com manifestações muito 
similares àquelas encontradas na clínica. Dentre esses, o modelo de ligadura 
parcial da veia porta (LPVP) é o mais utilizado para estudar a patofisiologia da 
hipertensão portal pré-hepática. Desenvolvido por Sikuler et al. (1985), o modelo 
manifesta anormalidades equivalentes ao quadro clínico em um paciente com 
cerca de 7 dias após o procedimento cirúrgico de indução. Os animais 
apresentam shunting portossistêmico e circulação colateral hiperdinâmica uma 
semana após a Ligadura Parcial da Veia Porta, sendo esse modelo já 
previamente utilizado em diversos trabalhos do presente grupo de pesquisa.  
O estresse oxidativo, nitrosativo e o processo inflamatório estão 
intimamente relacionados com as anormalidades gástricas e intestinais presentes 
na Hipertensão Portal. Dessa forma, o uso de um composto com propriedades 
antioxidantes e anti-inflamatórias parece promissor na proteção e/ou recuperação 
dos danos teciduais que caracterizam este quadro.  
A N-acetilcisteína (NAC) é um antioxidante acessível e bem tolerado, 
amplamente utilizado na clínica médica. A NAC é considerada um antioxidante 
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direto, uma vez que atua como scavenger de radicais livres, e indireto devido à 
sua capacidade de elevar os níveis de glutationa (Dean et al.,2011). Ainda, suas 
propriedades anti-inflamatórias são relacionadas com a sua atividade modulatória 
em diferentes etapas do processo inflamatório e fagocítico, estimulando funções 
imunológicas e reduzindo níveis de citocinas pró-inflamatórias (De Andrade et al., 
2015). 
Desta forma, o objetivo primordial deste estudo foi avaliar a ação 
antioxidante e anti-inflamatória da N-Acetilcisteína no estômago e intestino grosso 
de ratos submetidos ao modelo experimental de Ligadura Parcial da Veia Porta, 
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1 REFERENCIAL TEÓRICO 
 
1.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DO SISTEMA DIGESTÓRIO  
O consumo de energia é pré-requisito para a manutenção fisiológica de 
todo e qualquer organismo vivo. Um consumo metabólico é necessário não 
somente para manter a homeostase, mas também nos processos de renovações 
estruturais, no crescimento e desenvolvimento da vida. Para tanto, o organismo 
deve captar a energia proveniente do meio ambiente e em seguida incorporá-la 
ao seu meio interno. 
Existem inúmeras formas de captação de energia observadas em 
diferentes organismos. No caso de organismos desenvolvidos, como os seres 
humanos, a energia proveniente do meio é transformada em energia metabólica 
por um conjunto de órgãos responsáveis por tal função: o sistema digestório 
(Douglas, 2006). 
O sistema digestório é um sistema composto por um tubo, que se estende 




FIGURA 1: Sistema digestório. 




A organização anatômica do sistema digestório pode ser dividida em 
diferentes segmentos funcionais. As estruturas que fazem parte do tubo são a 
boca, faringe, esôfago, estômago, intestino delgado e intestino grosso. 
Associados estão os órgãos glandulares anexos, conectados por ductos pelos 
quais as secreções escoam, dentre os quais podemos citar as glândulas 
salivares, o fígado e o pâncreas (Hall, 2011). 
Dentre as importantes funções do sistema digestório, a principal é garantir 
que substâncias altamente complexas e insolúveis sejam transformadas em 
substâncias simples e solúveis, podendo, assim, serem absorvidas. O processo 
de digestão é dividido em processos físicos e químicos: a digestão física é 
associada às importantes propriedades de motricidade presentes no sistema 
digestório, e a digestão química compõe a ação enzimática à qual o bolo 
alimentar é submetido ao longo do tubo (Constanzo, 2012). 
 
1.1.1 Anatomia e Fisiologia do Estômago 
O estômago é um órgão que tem como principais funções servir de 
reservatório temporário para os alimentos e promover o início da digestão 
proteica. No processo digestivo, a distensão mecânica e o estiramento da 
musculatura lisa estomacal pela chegada do alimento proveniente do esôfago 
disparam o início da fase gástrica da digestão, sendo também a presença de 
aminoácidos e oligopeptídeos fatores fundamentais na estimulação da secreção 
estomacal.  
Anatomicamente dividido em cardia, corpo e antro, seu revestimento 
interno é recoberto por invaginações conhecidas como criptas, que culminam na 
abertura de ductos pelos quais as glândulas gástricas lançam suas secreções 
(Aires, 2012). 
A parede do estômago é formada pela camada mucosa, que dá origem às 
criptas gástricas, muscular da mucosa, submucosa, revestida por um tecido 
conjuntivo denso onde estão presentes vasos sanguíneos e linfáticos, muscular 
externa, composta por fibras musculares lisas orientadas em três direções 
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principais, e serosa. A camada muscular externa é representada pela musculatura 
longitudinal, circular e oblíqua, sendo essa responsável pelos importantes 
movimentos gástricos que promovem a digestão do alimento proveniente do 
esôfago. A passagem do alimento do esôfago para o estômago é regulada pela 
abertura gastroesofageal, mais especificamente pelo esfíncter esofágico inferior, 




FIGURA 2: Anatomia do estômago. 
FONTE: InfoEscola, 2017.  
 
A mucosa gástrica é dividida em três regiões: região da cárdia, localizada 
abaixo do esfíncter esofágico inferior; região oxíntica ou pariental, localizada 
acima da incisura gástrica; e região pilórica, localizada abaixo da incisura. Essa 
divisão corresponde às diferentes estruturas glandulares encontradas, dentre as 
quais a secreção de ácido clorídrico, fator intrínseco e pepsinogênio destacam-se, 
devido às importantes funções no processo digestivo. 
O alimento deixa o estômago para percorrer o tubo digestório, passando 




jejuno e finalmente no íleo. A última estrutura pela qual o alimento irá percorrer ao 
longo do tubo digestório é o intestino grosso (Hall, 2011). 
 
1.1.2 Anatomia e Fisiologia do Intestino Grosso 
O intestino grosso possui como funções primárias a digestão e absorção de 
nutrientes remanescentes no tubo, a reabsorção de fluidos e eletrólitos e o 
armazenamento dos produtos digestivos até o momento de sua eliminação. 
Ainda, esse órgão é local que abriga uma série de bactérias comensais que 
caracterizam a microbiota intestinal, que têm como função o auxílio no processo 
final de digestão, a metabolização de substâncias endógenas, a síntese e 
vitaminas e uma importante participação no sistema imunológico humano. 
O cólon é dividido em cólon ascendente, transverso, descendente e 




FIGURA 3: Anatomia do intestino grosso 
FONTE: Alunos Online, 2017. 
O cólon consiste em camadas funcionais com epitélio colunar próximo ao 
lúmen, posteriormente envolto pela lâmina própria e camadas musculares e 
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serosa. A musculatura intestinal é composta por camadas contínuas de 
musculatura circular, que se contrai periodicamente formando as haustrações. 
Ainda, três bandas de musculatura longitudinal estendem-se ao longo do intestino 
grosso, sendo essas estruturas conhecidas como tênias. 
Após o término do processo da digestão, tanto química quanto física, ao 
longo do sistema digestório, as frações básicas das substâncias ingeridas são 
absorvidas da luz intestinal para que ocorra a distribuição dos nutrientes e da 
energia adquirida para os processos vitais. O caminho percorrido por esses 
nutrientes é o sistema venoso portal, que os direciona para o fígado para que 
posteriormente sejam distribuídos para a circulação sistêmica (Aires, 2012). 
 
1.1.3 Anatomia e Fisiologia do Sistema Venoso Portal 
O sistema venoso portal é constituído por um conjunto de vasos que 
conduzem o sangue proveniente do tubo digestório, baço, pâncreas e vesícula 
biliar em direção ao fígado. Esse fluxo sanguíneo representa cerca de 80% do 
volume de sangue direcionado ao fígado, sendo o restante proveniente da artéria 
hepática (Miñano e Garcia-Tsao, 2010). 
A circulação porta-hepática tem como objetivo direcionar o sangue 
proveniente das vísceras abdominais e transportá-lo ao fígado, garantindo que 
todo o sangue venoso, drenado do trato gastrointestinal, passe pelo parênquima 
hepático antes de atingir a circulação sistêmica. O conjunto de vasos 
responsáveis por esse transporte anastomosa-se formando a veia porta, 
estabelecida anatomicamente pela união da veia mesentérica superior, que 
conduz o fluxo sanguíneo proveniente do estômago, pâncreas, intestino delgado e 
grosso, com a veia esplênica que, antes de se anastomosar com a veia 
mesentérica superior, recebe a mesentérica inferior e conduz o fluxo sanguíneo 
proveniente do baço. Depois de constituída, a veia porta recebe ainda as veias 
prepilórica e gástrica esquerda (Martinelli, 2004). 
Ao chegar ao hilo hepático, esse vaso divide-se em dois ramos: direito e 
esquerdo. O direito supre o aporte sanguíneo para o lobo direito do fígado, e o 
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esquerdo supre os lobos esquerdo, caudado e quadrado. O sangue portal é 
direcionado até os sinusóides, para as veias centrolobulares do fígado, veias 
hepáticas e finalmente para a veia cava inferior, que desemboca no átrio direito e 
posteriormente na circulação sistêmica. Dessa forma, todo o fluxo sanguíneo 
proveninente do sistema digestório, necessariamente, passa pelo fígado antes de 





FIGURA 4: Anatomia do sistema venoso portal. 
FONTE: Netter, 2000. 
 
O sistema portal é uma região venosa de alto fluxo sanguíneo (Q), uma vez 
que grande parte do sangue é direcionado ao fígado utilizando esse conjunto de 
vasos. Da mesma forma, esse sistema é caracterizado por uma baixa resistência 
vascular (R), força essa oposta ao grande fluxo de sangue que transita no 
território portal (Martinelli, 2004). 
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De acordo com a lei de Ohm, o gradiente de pressão em um sistema 
vascular (∆P) é o resultado da interação entre o fluxo sanguíneo e a resistência 
vascular (∆P= Q x R). A fórmula matemática aqui expressa nos possibilita concluir 
que tanto uma alteração no fluxo (Q), quanto uma alteração na resistência (R), ou 
ambos, pode acarretar em alteração no gradiente de pressão nesse sistema 
vascular. No caso do sistema vascular portal, esse gradiente é definido pela 
diferença de pressão entre a veia porta e a veia cava inferior, sendo esse valor 
variável entre 5-10 mmHg em adultos, dependendo do método de mensuração 
empregado (Bosch et al., 2015). 
As alterações na resistência vascular ao fluxo sanguíneo podem ocorrer 
em diferentes locais, podendo estar localizadas antes do fígado (pré-hepáticas), 
no fígado (intra-hepáticas) ou após o fígado (pós-hepáticas). Ainda, essas 
alterações podem ocorrer simultânea ou isoladamente, dependendo da origem, 
causa e dinâmica da variação estrutural primária envolvida (Rajekar et al., 2011). 
De acordo com a lei de Poiseuille, o principal fator contribuinte para uma 
alteração no fluxo sanguíneo é o calibre, ou diâmetro, do vaso (Hall, 2011). No 
sistema portal, as alterações no tônus vascular podem estar relacionadas ao 
aumento da liberação de vasodilatadores e/ou redução de vasoconstritores locais. 
Esse tipo de modificação na musculatura lisa do endotélio vascular acarreta, 
necessariamente, em um aumento do fluxo sanguíneo local, levando a uma 
vasodilatação esplâncnica (Iwakiri, 2012).  
Dessa forma, qualquer alteração tanto na resistência vascular e/ou no fluxo 
sanguíneo portal acarretará no aumento de pressão nesse sistema, 




1.2 HIPERTENSÃO PORTAL  
A Hipertensão Portal (HP) é uma síndrome clínica caracterizada pelo 
aumento de pressão no sistema venoso portal, causado por um aumento da 
resistência vascular e/ou do fluxo sanguíneo (Lee et al., 2016). O gradiente de 
pressão entre a veia porta e a veia cava inferior eleva-se persistentemente entre 
1-5 mmHg acima dos valores fisiológicos, causando um distúrbio hemodinâmico 
acompanhado de graves consequências clínicas (Bosch et al., 2015). 
Dentre os mecanismos considerados desencadeantes para este quadro, o 
aumento da resistência vascular é considerado o mecanismo inicial na 
patogênese da hipertensão portal, seguido pelo consequente aumento do fluxo 
sanguíneo (Garbuzenko, 2015).  
O aumento da resistência vascular é desencadeado necessariamente pelo 
surgimento de um obstáculo anatômico, sem qualquer nível do sistema portal. 
Este obstáculo contribui para a oclusão do alto fluxo de sangue na circulação 
esplâncnica e inicialmente para o aumento da pressão venosa portal (Martinelli, 
2004). 
O obstáculo ao fluxo sanguíneo pode estar localizado em qualquer nível do 
sistema venoso portal. A causa mais frequente é, de fato, a obstrução intra-
hepática. Nessa situação, o aumento da resistência vascular é principalmente 
causado pela distorção da arquitetura hepática devido à fibrose, bem como pelo 
surgimento de nódulos regenerativos locais. No entanto, existem outras situações 
primárias as quais podem desencadear o quadro de HP, dependendo da 





FIGURA 5: Locais de aumento da resistência vascular. 
FONTE: Adaptado de Martinelli, 2004. 
 
As alterações de resistência vascular decorrentes do impedimento de um 
fluxo sanguíneo eficaz no sistema venoso portal disparam mecanismos 
vasculares de alteração de calibre, caracterizando uma vasodilatação esplâncnica 
progressiva. Os principais estímulos para a secreção de moléculas 
vasodilatadoras são o estresse de cisalhamento e a liberação de substâncias 
vasoativas, como o óxido nítrico, que irão contribuir para o aumento do calibre 
vascular e consequentemente para o aumento do fluxo de sangue, em uma 
tentativa de descompressão no território esplâncnico (Bolognesi et al., 2014). 
A tentativa de descompressão neste local é, de fato, o surgimento de uma 
circulação colateral, que tem por objetivo desviar o sangue do local de obstrução 
e levá-lo diretamente para a circulação sistêmica. A dilatação e a reperfusão de 
vasos pré-existentes associadas à liberação de fatores angiogênicos como o fator 
de crescimento vascular endotelial (VEGF) promovem um aumento no fluxo 
sanguíneo portal, contribuindo para a descompressão do sistema (Fernandez et 
al., 2005). 
No entanto, esses mecanismos compensatórios acabam contribuindo para 
a patogênese da hipertensão portal. O desvio sanguíneo do território esplâncnico 
do fígado acaba possibilitando a circulação de substâncias não detoxificadas, 
como a amônia, podendo causar o quadro de encefalopatia hepática. Em um 
paciente com HP, este metabólito contorna o fígado através de shunt 
portossistêmico e atinge os astrócitos cerebrais, onde é metabolizada causando 
edema cerebral, estresse oxidativo (EO), nitrosativo e disfunção mitocondrial 
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astrocitária (Häussinger et al., 2000). Ainda, o surgimento desta circulação 
colateral hiperdinâmica é também responsável pelo extravasamento de líquido 
intravascular para a cavidade abdominal, quadro esse denominado de ascite 
(Sauerbruch e Trebicka, 2014). 
Finalmente, atualmente considera-se a hipertensão portal uma síndrome, 
uma vez que a progressiva vasodilatação acomete múltiplos órgãos (Bosch et al., 
2015). O surgimento de varizes pode ocorrer em qualquer segmento do tubo 
digestório, sendo eventualmente a dilatação vascular visível a olho nu, como no 
caso do quadro denominado clinicamente “caput medusae” (cabeça de medusa) 
(Figura 6). Este representa um dos sinais cardeais da hipertensão portal, e seu 
aparecimento é decorrente da formação de colaterais portossistêmicos cutâneos, 
e distensão e engurgitamento das veias paraumbilicais (Sharma e Raina, 2015). 
 
 
Figura 6: Caput medusae.  
Fonte: Sharma e Raina, 2015. 
 
A dilatação vascular é sistêmica e especialmente protuberante na região 
abdominal. Essas complicações vasculares representam uma das principais 
consequências da hipertensão portal, podendo causar sangramento 
gastrointestinal devido ao rompimento das varizes. Em locais do sistema 
digestório, como o estômago e o intestino, essa dilatação caracteriza os quadros 
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de Gastropatia e Colopatia da Hipertensão Portal, respectivamente (Al-Busafi et 
al., 2012). 
 
1.2.1 Gastropatia da Hipertensão Portal  
O quadro de Gastropatia da Hipertensão Portal (GHP) é uma importante 
causa de morbidade em pacientes com HP cirrótica ou não cirrótica, sendo sua 
prevalência variável entre 20% a 75%, e diretamente relacionada com a 
severidade da hipertensão portal (Gjeorgjievski e Cappell, 2016).  
Atualmente, as varizes gástricas e esofágicas são consideradas as mais 
relevantes clinicamente em pacientes com HP, sendo responsáveis por 
sangramento agudo gastrointestinal e um elevado risco de morte (Bosch et al., 
2015). 
O sangramento de varizes gástricas devido a GHP é presente em cerca de 
5-10% dos pacientes, sendo o risco de ruptura vascular primária inferior ao risco 
das varizes esofágicas. O risco de ruptura vascular recorrente é dependente da 
localização das varizes, sendo aquelas localizadas no fundo gástrico as mais 
frequentemente associadas à hemorragia (Biecker, 2013). Ainda, a GHP é 
tipicamente localizada nesta região, bem como na parte superior do corpo do 
estômago, fato esse que aumenta o risco de sangramento nesses pacientes 
quando considerado um critério anatômico (Ripoll e Garcia-Tsao, 2010). 
A GHP é histologicamente caracterizada pela ectasia e hiperemia das veias 
e capilares da mucosa e submucosa, sendo o seu diagnóstico feito através de 
endoscopia. Diversas tentativas de classificação desta doença foram feitas, 
inclusive utilizando uma série de termos, como gastrite erosiva, erosões gástricas 
agudas e ectasia vascular per se. No entanto, atualmente, a classificação da 
NIEC (North Italian Endoscopic Club for the study and treatment of esophageal 
varices) é a mais aceita (Spina et al., 1994), a qual caracteriza o quadro em 
gastropatia moderada ou grave. No caso de moderada, a GHP compreende um 
quadro de padrão mosaico ou couro-de-cobra, enquanto a grave é caracterizada 
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por manchas avermelhadas (“red spots”) que podem ou não apresentar 




FIGURA 7: Gastropatia moderada e grave  
FONTE: Hepcentro, 2017.  
 
As alterações hemodinâmicas decorrentes do quadro de HP causam uma 
mudança no fluxo sanguíneo da mucosa gástrica, levando à ativação de citocinas 
e fatores de crescimento que promovem o estabelecimento do quadro de GHP 
(Ohta et al., 2002). Até agora, inúmeros mecanismos vêm sendo investigados na 
tentativa de elucidar a patogênese da GHP. Porém os dados são ainda inexatos. 
O tratamento é geralmente focado na redução da pressão portal, com a intenção 
de prevenir o curso de desenvolvimento da doença. No entanto, praticamente 
nenhum dado na literatura nos mostra se o tratamento profilático relacionado ao 
sangramento das varizes gástricas é eficaz (Biecker, 2013). 
 
1.2.2 Colopatia da Hipertensão Portal 
As alterações hemodinâmicas e o desenvolvimento dos colaterais 
portossistêmicos na hipertensão portal são iniciados pela vasodilatação 
esplâncnica e a neovascularização decorrentes da hipóxia na mucosa intestinal 
(Garbuzenko, 2015). Assim, o intestino é também um órgão acometido pela 
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hipertensão portal, no quadro recentemente denominado Colopatia da 
Hipertensão Portal (CHP). 
O termo foi criado para descrever as alterações consideradas muito 
semelhantes àquelas da gastropatia, porém encontradas no intestino grosso de 
pacientes com hipertensão portal. Inicialmente, o termo foi utilizado em 1991, em 
um estudo que demonstrou que na endoscopia de pacientes com HP era possível 
observar ectasias vasculares colônicas e varizes retais (Kozarek et al., 1991).  
A CHP é caracterizada por lesões vasculares, eritema, manchas vermelho-
cerejas (“cherry-red spots”) e telangiectasias na mucosa do cólon desses 
pacientes. A prevalência em pacientes cirróticos varia entre 25-70%, sendo a 
presença de varizes colônicas verificada em 4-40% dos casos e o sangramendo 
estimado em 0-9% (Urrunaga e Rockey, 2014). 
O diagnóstico é endoscópico, onde são observadas lesões avermelhadas e 
ligeiramente volumosas na mucosa intestinal. Varizes retais também podem ser 
observadas, bem como veias submucosas dilatadas e lesões vasculares de 
coloração vermelho-cereja muito similares àquelas encontradas no estômago de 
pacientes com HP (FIGURA 8) (Urrunaga e Rockey, 2014). 
 
 
FIGURA 8: Colopatia. 
FONTE: Adaptado de Urrunaga e Rockey, 2014.   
Não existe um consenso na literatura em relação à classificação da 
Colopatia da Hipertensão Portal (Diaz-Sanchez et al., 2009). Segundo trabalho 
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publicado recentemente, uma importante classificação foi feita por Mayeri et al. 
(2010), utilizando cápsulas endoscópicas para classificar a CHP em red spots, 
angioectasias, varizes do intestino delgado e lesões inflamatórias (Jeon e Kim, 
2016). 
A Colopatia é usualmente assintomática, e o sangramento crônico e agudo 
é ocasionalmente reportado. No entanto, dados na literatura são escassos, e a 
patogênese da CHP permanece pouco conhecida.  
Evidências que suportem as estratégias terapêuticas disponíveis para o 
tratamento desta doença ainda são muito limitadas. Não há tratamento 
considerado “padrão”, e a maioria das recomendações disponíveis é baseada em 
estudos de caso. Ensaios direcionados para a profilaxia do sangramento intestinal 
ainda não foram desenvolvidos, assim, a melhor estratégia ainda é desconhecida 
(Urrunaga e Rockey, 2014). 
 
1.3 MODELOS EXPERIMENTAIS DE HIPERTENSÃO PORTAL 
O uso de modelos animais na ciência possibilitou, ao longo dos anos, 
inúmeros avanços no campo da patologia. No caso da hipertensão portal, 
claramente, esse avanço foi capaz de responder a algumas perguntas antes 
incompreendidas. Por exemplo, o fato de que tanto a resistência vascular quanto 
o aumento do fluxo sanguíneo contribuem igualmente para o estabelecimento e 
manutenção da doença somente foi averiguado quando um método experimental, 
eficaz em conduzir estudos hemodinâmicos detalhados, foi proposto (Abraldes et 
al., 2006). 
A escolha do modelo animal deve obedecer a critérios que irão contemplar 
a conquista dos objetivos propostos pelo autor do trabalho, bem como deve ter 
um enfoque na etiologia da hipertensão portal que será estudada. Dentro da 
fisiopatologia da hipertensão portal, existem diversas possibilidades de modelos 
experimentais disponíveis de acordo com os diferentes objetivos apresentáveis.  
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Modelos de hipertensão portal intra-hepática, tanto pré-sinusoidal, 
sinusoidal ou pós-sinusoidal, são disponíveis quando os objetivos giram em torno 
de estudar as alterações hemodinâmicas decorrentes da cirrose propriamente 
dita. Ou seja, hipertensão portal intra-hepática. São exemplos a administração 
aguda de tetracloreto de carbono (CCl4) e ligadura de ducto biliar comum, ambos 
já desenvolvidos pelo presente grupo de pesquisa (Vieira et al., 2011; Bona et al., 
2012). O primeiro modelo manifesta hipertensão portal, shunt- portossistêmico e 
circulação hiperdinâmica após 12-15 semanas de administração (Vorobioff et al., 
1983) e o segundo manifesta hipertensão portal severa em 4 semanas após a 
intervenção cirúrgica (Lee et al., 1986). 
Para estudar a hipertensão pós-hepática, poucos modelos foram descritos 
na literatura. A dificuldade de oclusão da veia cava inferior acaba por minimizar a 
reprodução do modelo. Dessa forma, este não é amplamente utilizado (Abraldes 
et al., 2006). 
No caso da hipertensão portal pré-hepática, o modelo de ligadura parcial 
da veia porta é o mais descrito na literatura, devido a sua fácil reprodução, baixo 
custo e alta reprodutibilidade. Além disso, o modelo possibilita o desenvolvimento 
da hipertensão portal em um curto espaço de tempo, sendo a síndrome 
hipertensiva, com circulação hemodinâmica e shunt portossistêmico totalmente 
estabelecidos em 7 dias após a intervenção cirúrgica (Sikuler et al., 1985). Nosso 
grupo de pesquisa já utilizou este modelo para estudar a hipertensão portal pré-
hepática. Sendo assim, temos experiência no desenvolvimento e curso deste 
experimento (Moreira et al., 2004; Marques et al., 2013). 
Dessa forma, optamos por utilizar no presente trabalho o modelo 
experimental de ligadura parcial da veia porta para estudar as alterações 








1.3.1 Ligadura Parcial da Veia Porta 
O modelo de LPVP foi descrito em 1985 por Sikuler et al., e desde então 
vem sendo amplamente utilizado para estudar a hipertensão portal pré-hepática 
em animais como coelhos, camundongos e ratos, como no caso deste presente 
trabalho. Os animais submetidos a esse modelo não possuem nenhuma alteração 
hepática, manifestando somente a circulação hiperdinâmica e as manifestações 
hemodinâmicas decorrentes da mesma.  
A ligadura parcial da veia porta trata-se de uma oclusão parcial da veia 
porta, estrutura vascular de elevado fluxo sanguíneo, responsável por conduzir o 
sangue proveniente das vísceras abdominais para o fígado. Essa oclusão é feita 
utilizando uma agulha, com calibre previamente estipulado, sendo quanto maior o 
calibre desta, menor a oclusão venosa que irá se manifestar no modelo 
experimental. Assim, o grau de severidade das manifestações hemodinâmicas 
pode ser determinado utilizando agulhas de diferentes calibres: 16 G, 18 G ou 20 
G, por exemplo (FIGURA 9). 
 
FIGURA 9: Modelo de ligadura parcial da veia porta (LPVP). 




O shunt- portossistêmico é detectável em 2 dias, atingindo cerca de 100% 
em 7 dias. A vasodilatação mesentérica manifesta-se em torno do 5º dia após 
cirurgia e no 7º dia os animais já manifestam a completa hipertensão portal pré-
hepática (Sikuler et al., 1985). 
Dessa forma, o presente trabalho utilizou este modelo, considerando os 
animais porta-hipertensos em 7 dias após a intervenção cirúrgica inicial. 
 
1.4 ESTRESSE NITROSATIVO E OXIDATIVO NA HIPERTENSÃO PORTAL  
O fato de que o estresse oxidativo e nitrosativo estão relacionados à 
etiologia de inúmeras doenças já é muito bem estabelecido na literatura. Ambos 
resultantes de um desequilíbrio entre os agentes antioxidantes/pró-oxidantes, a 
contínua produção de Espécies reativas de oxigênio (ERO) e Espécies reativas 
de nitrogênio (ERN), bem como a redução na atividade das defesas antioxidantes, 
são apontados como responsáveis pelo desenvolvimento destes quadros 
(Kurutas, 2015). 
Na Hipertensão Portal, o Estresse nitrosativo está relacionado com a 
super-produção de óxido nítrico (NO) ao longo do desenvolvimento da circulação 
hiperdinâmica (Iwakiri e Kim, 2015). Da mesma forma, o Estresse oxidativo é 
frequentemente apontado como mediador central na patogênese da doença 
(Gjeorgjievsk e Cappell, 2016). Assim, ambos são atualmente considerados 
fatores desencadeantes e/ou agravantes no desenvolvimento desta doença. 
 
1.4.1 Óxido Nítrico 
O óxido nítrico (NO) é uma pequena molécula gasosa encontrada no ar 
atmosférico em baixas concentrações, que possui papel pleiotrópico nos sistemas 
biológicos. O NO está relacionado com a regulação do tônus vascular e 
neurotransmissão via guanilil ciclase, com a tradução do mRNA e transcrição 
gênica, e com modificações proteicas pós-transdutoras, entre outros. Por outro 
lado, esta molécula está intimamente envolvida com processos de nitração, danos 
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oxidativos e S-nitrosilação de proteínas, lipídios e DNA, sendo associada 
diretamente ao estresse nitrosativo (Förstermann e Sessa, 2012). 
A síntese do NO é catalisada pela enzima óxido nítrico sintase (NOS); para 
tanto, ocorre a oxidação da L-arginina convertida em L-citrulina e óxido nítrico. A 
NOS possui três isoformas diferentes, que são agrupadas em duas principais 
categorias: NOS constitutiva (cNOS) e NOS induzível (iNOS), diferindo em 
relação ao peso molecular, forma de ativação e capacidade de síntese (FIGURA 
10) (Marletta, 1993). 
 
 
FIGURA 10: Isoformas da NOS. 
FONTE: Adaptado de Dusse et al., 2003. 
 
Na categoria da NOS constitutiva, encontramos a NOS neuronal (nNOS), 
normalmente presente nos neurônios; e a NOS endotelial (eNOS), predominante 
nas células endoteliais vasculares e nas plaquetas. Ambas são expressas 
continuamente, ou seja, apresentam uma concentração basal na ausência de 
agentes indutores (Dusse et al., 2003).  
Já na categoria da NOS induzível, a iNOS não é detectada em condições 
basais, requerendo para sua expressão e atividade do aumento da síntese 
protéica. Endotoxinas bacterianas, citocinas como TNF-α, interleucinas (IL-1ß) ou 
imunoglobulinas (IG-g), induzem a sua síntese nas 2-4 primeiras horas após o 
estimulo agressor, e esta pode ficar ativa por até 20 horas posteriores a sua 
síntese (Cerqueira e Yoshida, 2002). 
Quanto à ação de cada uma das NOS, sabe-se que a nNOS regula a 
transmissão neuronal e atua como neurotransmissor; a eNOS favorece a redução 
da pressão sanguínea e auxilia na inibição da agregação plaquetária; e a iNOS 
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está relacionada aos processos de defesa do organismo (Liaudet et al., 2000). 
Por outro lado, em altas concentrações e através da formação de trióxido de 
dinitrogênio (N2O3) ou peroxinitrito (ONOO
-), o NO passa a agir como espécie 
ativa de nitrogênio, responsável por inúmeras ações citotóxicas (Iwakiri e Kim, 
2015). Assim, os efeitos fisiológicos e fisiopatológicos do óxido nítrico estão 
relacionados aos seus níveis de concentração, sendo os níveis de produção de 
óxido nítrico na hipertensão portal intimamente relacionados com o 
desenvolvimento da circulação hiperdinâmica decorrente do aumento da pressão 
portal.  
 
1.4.1.1 Óxido Nítrico na Gastropatia da Hipertensão Portal 
O progressivo aumento da pressão no território portal dispara mecanismos 
compensatórios de vasodilatação, mediados principalmente pelo óxido nítrico, na 
tentativa de descomprimir o território esplâncnico previamente obstruído. O 
aumento da produção de NO contribui, assim, para o desenvolvimento da 
circulação hiperdinâmica e agravamento do quadro geral do paciente (Hu et al., 
2013). Ainda, a liberação de agentes angiogênicos como o VEGF também 
contribuem para o remodelamento vascular na GHP (Marques et al., 2013). 
Pacientes com hipertensão portal frequentemente apresentam níveis 
séricos de NO elevados. Esses valores acompanham os crescentes valores de 
pressão portal, demonstrando a importância desta molécula na modulação 
vascular e vasodilatação esplâncnica (Gjeorgjievski e Cappell, 2016).  
A vasodilatação, ou seja, o aumento do calibre vascular no estômago dos 
pacientes com GHP é também relacionado à superprodução de óxido nítrico. 
Nesse âmbito, tanto a NOS constitutiva (cNOS), mais especificamente a eNOS, 
quanto a induzível (iNOS) foram associadas na literatura como contribuintes na 
patogênese da gastropatia da hipertensão portal (Gjeorgjievski e Cappell, 2016). 
O óxido nítrico pode atuar tanto como oxidante como redutor, e sua 
oxidação produz nitritos e nitratos. Ainda, o NO pode reagir facilmente com o 
ânion radical superóxido (O2
·-), gerando produtos intermediários conhecidos como 
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espécies reativas de nitrogênio, responsáveis por uma série de danos à 
homeostase do nosso organismo (Hu et al., 2013). Dentre esses produtos, é 
importante destacar o peroxinitrito (ONOO-), devido ao seu papel central no 
estresse nitrosativo estabelecido na gastropatia da hipertensão portal. O 
peroxinitrito produzido na reação acima descrita reage com resíduos de tirosina e 
tirosina livre, produzindo um composto denominado nitrotirosina (NTT), sendo 
esse atualmente considerado um excelente marcador de altos níveis de óxido 
nítrico (Licks et al., 2015). 
 
1.4.1.2 Óxido Nítrico na Colopatia da Hipertensão Portal 
Embora ainda haja muitas questões a serem elucidadas mediante a 
patogênese da CHP, a ectasia capilar da mucosa colônica é considerada uma 
importante alteração presente nos pacientes acometidos por esse quadro 
(Urrunaga e Rockey, 2014). 
A dilatação, ou ectasia vascular, da mesma forma que na GHP, é 
associada com a superprodução de óxido nítrico no território esplâncnico. A 
contribuição de cada isoforma da NOS na patogênese da CHP é dependente de 
inúmeros fatores ainda em discussão; no entanto, a síntese aumentada da iNOS 
na vasculatura mesentérica parece contribuir, de fato, com as alterações 
intestinais presentes na síndrome da hipertensão portal, além de estar 
relacionada ao quadro inflamatório estabelecido no intestino (Aller et al., 2005). 
 
1.4.2. Radicais Livres e Sistema Antioxidante 
O oxigênio (O2) é um elemento essencial, cujo aparecimento na atmosfera 
terrestre parece estar relacionado não somente com o abrupto início da vida 
animal na Terra, mas também com a evolução das espécies. Em organismos 
aeróbicos, o O2 é utilizado como aceptor final de elétrons, permitindo uma grande 
produção de energia na respiração celular devido ao seu grande potencial 
eletroquímico (Ribeiro et al., 2005). 
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No entanto, esta molécula parece exercer um papel pleiotrópico na 
manutenção da vida, já que em determinadas situações, o oxigênio é considerado 
tóxico, e potencialmente lesivo para as células, órgãos e sistemas (Meneghini, 
1987). 
A molécula de oxigênio, em seu estado fundamental, é considerada um 
agente oxidante, devido ao fato de ser um birradical que possui dois elétrons 
desemparelhados no orbital.  Durante os processos oxidativos biológicos, como a 
própria respiração celular mitocondrial, o processo de transferência de elétrons 
pode gerar as espécies reativas de oxigênio (ERO) através de intermediários 
gerados durante o processo de redução parcial do oxigênio (Zorov et al., 2014). 
Acredita-se que mais de 90% da geração de ERO em organismos 
eucariontes ocorra na cadeia transportadora mitocondrial de elétrons. No final da 
respiração mitocondrial, o O2 é reduzido à água (H2O). Porém, por receber 
apenas um elétron de cada vez, a sua redução ocorre de forma parcial, gerando 
espécies reativas como o radical ânion superóxido (O2
·-). Ao se adicionar um 
hidrogênio ao ânion superóxido, este é reduzido a peróxido de hidrogênio (H2O2). 
Se um terceiro elétron for transferido, ocorrerá a formação do radical hidroxil 
(OH·). Assim, a formação de espécies reativas de oxigênio deve-se ao fato de o 
O2 se reduzir à água de forma monovalente, permitindo a geração de metabólitos 






FIGURA 11: Formação de espécies reativas de oxigênio e radicais livres. 
FONTE: Adaptado de Halliwell, 2007.  
O termo radical livre é utilizado para definir uma espécie química, que pode 
ser um átomo, um metal de transição ou uma molécula que possua um elétron 
não pareado no seu último orbital (Halliwell, 2007). Esse elétron confere a essas 
moléculas uma alta reatividade, devido a sua tendência de adquirir um elétron 
para estabilizar esse orbital. Isso ocorre através da remoção de elétrons de 
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moléculas quaisquer, como proteínas, lipídios, glicídios e ácidos nucléicos 
(Phaniendra et al., 2015). 
Exemplos de radicais livres são o radical hidroxil (OH·), o ânion radical 
superóxido (O2
·-) e o óxido nítrico (NO), que podem ser formados durante o 
metabolismo de qualquer célula, pela perda de elétrons de um não radical ou pelo 
ganho de um elétron por um não radical. Esses também podem ser formados 
quando uma ligação covalente é quebrada, se cada um dos átomos ficar com um 
elétron, num processo conhecido como fissão homolítica (Meneghini, 1987). 
O estresse oxidativo é caracterizado por um aumento das espécies reativas 
de oxigênio em relação aos seus níveis fisiológicos, levando a um desequilíbrio 
entre os agentes pró-oxidantes e antioxidantes (Halliwell, 2007). Esse 
desequilíbrio apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidação de lipídios de 
membrana, a agressão às proteínas dos tecidos e membranas, enzimas, 
carboidratos e DNA. Sendo assim, está relacionado a inúmeras doenças, 
inclusive as hepáticas, podendo ser a causa ou o fator agravante do quadro geral 
(Li et al., 2015).   
 
1.4.2.1 Radicais Livres na Gastropatia da Hipertensão Portal 
1.4.2.1.1 Peroxidação de lipídeos na Gastropatia 
As anormalidades gástricas presentes na GHP, como o aumento da 
friabilidade da mucosa, dilatação vascular anormal e lesões que não cicatrizam 
facilmente são frequentemente associadas ao quadro de estresse oxidativo 
(Onuigbo et al., 2016). 
O aumento da produção de radicais livres está relacionado à gastropatia, 
bem como os danos associados a essa super-produção de agentes pró-
oxidantes. Os peróxidos de lipídeo são produtos da oxidação de ácidos graxos 
polinsaturados presentes nos fosfolipídeos da membrana das células, e são 
excelentes marcadores de danos lipídicos relacionados ao estresse oxidativo.  
Para avaliar a presença destes produtos, a técnica laboratorial que detecta o nível 
de substâncias que reagem ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) é amplamente 
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utilizada, sendo esse marcador correlacionado diretamente com o dano e a lesão 
no tecido analisado (Suzuki et al., 2012).  
Nosso grupo de pesquisa utiliza frequentemente esta técnica para avaliar o 
nível de lipoperoxidação em diferentes tecidos como fígado, intestino, pulmão e 
estômago. No caso do estômago, trabalhos anteriores detectaram altos níveis de 
estresse oxidativo e peroxidação lipídica em modelo de LPVP (Moreira et al., 
2004; Marques et al., 2013; Licks et al., 2014).  
 
1.4.2.2. Defesas Antioxidantes na Gastropatia 
1.4.2.2.1 Superóxido dismutase e NAD(P)H quinona oxidorredutase 1 
Defesas antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas são essenciais na 
manutenção celular em uma situação de estresse oxidativo. A enzima superóxido 
dismutase converte radicais superóxidos em oxigênio molecular e peróxido de 
hidrogênio, sendo considerada a primeira linha de defesa antioxidante endógena 
contra agentes pró-oxidantes. Alterações na sua atividade são consideradas um 
indicativo de maior produção de ânion superóxido, sendo essa situação 
condizente com um quadro de estresse oxidativo (Perry et al., 2010).  
Na gastropatia, essa enzima vem sendo associada com o quadro de dano 
gástrico oxidativo implicado nesta patologia, demonstrando sua atividade 
frequentemente alterada quando avaliada em modelos animais de hipertensão 
portal (Marques et al., 2013; Licks et al., 2015).   
A NAD(P)H quinona oxidorredutase 1 (NQO1) é outra importante molécula 
antioxidante implicada na redução direta do ânion superóxido. Embora menos 
eficaz que a SOD, atua como scavenger de radicais livres. O gene NQO1 codifica 
enzimas responsáveis por catalisar a redução de elétrons e prevenir formação de 
espécies reativas de oxigênio (Moreira et al., 2015). Sendo assim, a alteração de 
sua expressão demonstra uma ativação da via antioxidante relacionada com a 





FIGURA 12: Ação da SOD e NQO1. 
FONTE: Adaptado de Halliwell, 2007.  
 
1.4.2.2.2. Glutationa Peroxidase  
A ação da SOD como primeira linha de defesa enzimática contra a ação 
dos radicais livres promove a geração de peróxido de hidrogênio que, apesar de 
não ser um radical, reage facilmente formando o radical hidroxila, molécula 
potencialmente lesiva. Assim, à remoção desses produtos cabe uma segunda 
linha de defesa enzimática, as enzimas Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase 
(GPx). A CAT possui mais afinidade ao peróxido de hidrogênio, de metila e etila, 
enquanto a GPx catalisa a redução do peróxido de hidrogênio e de hidroperóxidos 
orgânicos (Halliwell, 2007). 
A enzima glutationa peroxidase (GPx) fica localizada no citosol e na matriz 
mitocondrial, e catalisa a redução do peróxido de hidrogênio e de hidroperóxidos 
orgânicos através da oxidação da glutationa reduzida (GSH) que será, por sua 
vez, regenerada por ação da glutationa redutase com consumo de fosfato 
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nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADPH). Neste processo de oxirredução, os 
grupamentos sulfidrilas doam dois hidrogênios para os peróxidos, transformando-





FIGURA 13: Ação da glutationa peroxidase (GPx). 
FONTE: Adaptado de Halliwell, 2007.  
 
Uma vez que a geração de espécies reativas de oxigênio é muito bem 
estabelecida na gastropatia da hipertensão portal, trabalhos descritos na literatura 
apontam a influência do uso de antioxidantes exógenos na modulação das 
enzimas antioxidantes, como a GPx (Licks et al., 2014). A administração de 
determinados antioxidantes exógenos aponta um aumento na atividade da 
Glutationa Peroxidase, sendo essa capaz de reverter danos gástricos implicados 
no quadro da GHP (Gjeorgjievski e Cappell, 2016). 
 
1.4.2.3 Radicais Livres na Colopatia da Hipertensão Portal 
1.4.2.3.1 Peroxidação de Lipídeos na Colopatia 
A vasodilatação progressiva no território esplâncnico é responsável pelo 
surgimento de varizes localizadas no intestino de pacientes com hipertensão 
portal. As alterações intestinais presentes na HP ainda estão sendo elucidadas, 
no entanto, o envolvimento do estresse oxidativo neste quadro clínico está cada 
vez mais nítido.  
As lesões observadas em pacientes com CHP são semelhantes àquelas 
encontradas na colite inflamatória crônica, sendo definidas como granulosas, 
difusas, edêmicas e friáveis em diferentes estágios. A colite é doença relacionada 
intimamente ao estresse oxidativo (Mekaroonkamol et al., 2015), e nosso grupo 
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de pesquisa já avaliou previamente os níveis de lipoperoxidação por TBARS em 
intestino de animais submetidos a modelo experimental de colite ulcerativa 
(Fillmann et al., 2007; Hartmann et al., 2014). 
Dados na literatura são escassos; porém, uma vez que estabelecemos que 
na hipertensão portal ocorre uma super-produção de óxido nítrico e este é uma 
importante fonte de geração de radicais livres, podemos afirmar que os danos 
gerados por uma situação de estresse oxidativo, como a peroxidação lipídica 
(LPO), são muito plausíveis. Ainda, a relação da Colopatia com o estresse 
oxidativo segue uma estreita relação com o processo inflamatório, uma vez que o 
estresse mecânico causado pelo aumento do fluxo sanguíneo dispara a secreção 
de substâncias vasoativas, citocinas e fatores de crescimento, sendo esse um 
fator desencadeante para a inflamação local ou generalizada. Células 
inflamatórias também são importantes fontes para a geração de espécies reativas 
de oxigênio. Assim, danos oxidativos e inflamatórios atuam sinergicamente nesta 
patologia (Aller et al., 2007).  
Eventos oxidativos são presentes em uma situação de estresse oxidativo 
sistêmico. Ainda, há uma estreita relação de estresse oxidativo e diferentes 
doenças intestinais, sendo eventos como a peroxidação lipídica já previamente 
evidenciados em trabalhos que estudaram a colite isquêmica (Jarry et al., 2006) e 
isquemia e reperfusão intestinal, através da técnica de TBARS (Zabot et al., 
2014).  
 
1.4.2.4 Defesas Antioxidantes na Colopatia 
1.4.2.4.1 Superóxido dismutase 
O trato gastrointestinal é uma importante fonte de geração de radicais 
livres. Dessa forma, o entendimento da resposta fisiológica induzida pelo estresse 
oxidativo é de extrema importância, inclusive em doenças gastrointestinais 
(Bhattacharyya et al., 2014).  
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A atividade da SOD apresenta-se modificada na presença de radicais 
livres.  Esse dado demonstra a importância das enzimas antioxidantes em 
situações de estresse oxidativo. No intestino, essa enzima foi apontada como 
fator-chave na redução de radicais superóxidos, estando alterada em 
concordância com o aumento de estresse oxidativo no tecido intestinal, tanto em 
modelo de colite (Hartmann et al., 2012) quanto de ligadura parcial da veia porta 
(Licks et al., 2016).  
 
1.4.2.4.2 Glutationa Peroxidase 
Uma concentração fisiológica de espécies reativas de oxigênio/nitrogênio é 
modulada pela atividade das enzimas antioxidantes, como a GPx. Em situações 
não fisiológicas, como um quadro de estresse oxidativo, observa-se a alteração 
da atividade desta enzima, agindo como protetora contra a ação de diferentes 
espécies reativas de oxigênio (Halliwell, 2007). 
A atividade enzimática da GPx requer glutationa como um doador de 
prótons, e diversos trabalhos apontam que uma suficiente concentração de 
glutationa nas células epiteliais do cólon e jejuno podem prevenir a degradação 
tecidual. Dessa forma, uma alteração na atividade desta enzima pode contribuir 
para o agravamento do estresse oxidativo e, portanto, do quadro geral (Hartmann 
et al., 2012; Piechota-Polanczyk e Fichna, 2014).  
 
 
1.5 MEDIADORES INFLAMATÓRIOS 
1.5.1 Fator Nuclear-!B 
O Fator nuclear-!B (NF-!B) é um heterodímero constituído de duas 
subunidades, p65 e p50, com capacidade de se ligar a uma sequência específica 
de bases na região promotora do gene que codifica a cadeia leve k das moléculas 
de anticorpo das células B (Sen e Baltimore, 1986). Inúmeros genes implicados 
em importantes processos celulares são regulados por este fator. Dessa forma, 
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esta molécula é considerada como um importante alvo terapêutico em diferentes 
doenças (Glezera et al., 2000). 
O fator NF-!B localiza-se no citoplasma ligado a uma proteína inibitória, o 
I!B, que impede a sua translocação para o núcleo. Para que ocorra a sua 
ativação, é necessária a fosforilação e degradação desta proteína, fenômeno o 
qual possibilita a translocação do NF-!B para o núcleo (FIGURA 14) (Baldwin, 
1996). 
Dentre os estímulos que levam à ativação do fator nuclear-!B, podemos 
citar neurotransmissores como o glutamato, citocinas pró-inflamatórias, produtos 
provenientes de vírus e bactérias, reações enzimáticas relacionadas a NOS e, 
também, espécies reativas de oxigênio (Glezera et al., 2000).  
 
 
FIGURA 14: Ativação e ação do NF-!B. 




1.5.1.1 Fator nuclear-kβ na Gastropatia da Hipertensão Portal 
A íntima relação do processo inflamatório e a gastropatia da hipertensão já 
foram apontados por McCormack et al. (1985) em um estudo que demonstrou a 
frequente presença de inflamação no estômago de pacientes com lesões 
gástricas devido à hipertensão portal. De fato, o desenvolvimento da circulação 
hiperdinâmica prejudica os mecanismos de defesa gástricos, causando uma 
liberação de mediadores pró-inflamatórios, aumentando a vulnerabilidade do 
tecido e prejudicando a sua regeneração (Gjeorgjievski e Cappell, 2016).  
A forma induzível das óxido nítrico sintases (iNOS) está super-expressa 
neste quadro clínico, sendo ativada ao longo da progressão da doença (Mehta et 
al., 2014). Essa enzima exerce um importante papel em situações fisiológicas, 
como o reparo tecidual e defesa imunológica; porém, em situações como 
infecções e inflamação, apresenta-se aumentada. Esta isoforma é regulada 
potencialmente pelo fator nuclear-!B (NF-!B), e este fator já foi previamente 
relacionado com o desenvolvimento da inflamação no estômago de pacientes 
com hipertensão portal (Moreira et al., 2004).  
O estímulo para a expressão da iNOS ocorre juntamente com a ativação do 
sistema imune inato e adaptativo, a infiltração de leucócitos polimorfonucleares e 
o recrutamento linfocitário. Os últimos, por sua vez, produzem grandes 
quantidades de óxido nítrico e citocinas como o TNF-α, colaborando, assim, para 
o estabelecimento do processo inflamatório na gastropatia (Lopez-Talavera et al., 
1995). 
 
1.5.1.2 Fator nuclear-!B na Colopatia da Hipertensão Portal 
O intestino é considerado um importante local de liberação de citocinas, 
não apenas durante o estabelecimento de doenças como a hipertensão portal, 
mas também em situações fisiológicas. Este órgão é um local de intensa 
proliferação bacteriana, bem como de reserva de produtos provenientes destas 
bactérias, como lipopolissacarídeos e endotoxinas (Licks et al., 2016). Assim, a 
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indução de citocinas pró-inflamatórias e o aumento de liberação de NO durante 
uma situação de estresse é facilmente correlacionável.  
Na colopatia da hipertensão portal, o aumento de pressão na circulação 
esplâncnica possivelmente dispara a resposta inflamatória intestinal, mediante ao 
dano tecidual por ela causado. Essa resposta, devido à intensidade do dano 
tecidual, requer ativação do Fator nuclear-!B, com subsequente liberação de 
quimiocinas e citocinas, determinando um quadro de inflamação intestinal (Aller et 
al., 2005).  
Ademais, o quadro inflamatório intestinal presente na Hipertensão Portal é 
considerado um fator agravante na patogênese da doença, e a infiltração 
leucocitária e processo inflamatório já foram apontados na fisiopatologia da 
Colopatia da HP (Aller et al., 2013). 
 
1.5.2 Fator de Necrose Tumoral 
O Fator de necrose tumoral (TNF-α) é um fator sintetizado principalmente 
por macrófagos, neutrófilos, linfócitos T e Natural Killers, após seu estímulo. Sua 
principal atividade biológica é, de fato, sua ação antitumoral, caracterizada por 
uma acentuada citólise e citoestase em diferentes linhagens neoplásicas (Varella 
e Forte, 2001). 
O fator de necrose tumoral é uma das principais citocinas relacionadas aos 
processos inflamatórios e imunes. Após sua produção e liberação, o TNF-α liga-
se a receptores específicos encontrados em diferentes células para produzir seu 
efeito biológico de promoção da resposta imune e inflamatória por meio do 
recrutamento e ativação de neutrófilos e monócitos. Ainda, o TNF-α possui uma 
importante ação de vasodilatação em células endoteliais (Mayeri et al., 2010) e 
citocinas inflamatórias, já que este fator parece influenciar na produção de óxido 
nítrico via eNOS (Martell et al., 2010). 
O TNF-α também possui um importante papel na ativação do NF-!B, que 
participa de um amplo espectro de atividades biológicas. O fator de necrose 
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tumoral causa a fosforilação do IkB, possibilitando a translocação do Fator 
nuclear-!B e posterior ação inflamatória, apoptótica e nos processos de 
diferenciação celular (Glezera et al., 2000). 
 
1.5.2.1 Fator de Necrose Tumoral na Gastropatia da Hipertensão Portal 
A ativação do fator de necrose tumoral parece contribuir diretamente para o 
desenvolvimento da circulação colateral e estabelecimento da gastropatia na 
Hipertensão Portal (Gjeorgjievski e Cappell, 2016). Ainda, o fator de necrose é 
contribuinte para o agravamento da HP por aumentar o estresse oxidativo 
intracecular (Werawatganon et al., 2014). 
Esta afirmação é estabelecida mediante o fato que o TNF-α contribui para a 
circulação hiperdinâmica via NO e prostaciclinas, sendo esse relacionado com a 
ativação da iNOS (Kaviani et al., 1997). O TNF-α ainda estimula a translocação do 
Fator nuclear-!B para o núcleo celular, onde, por sua vez, estimula a aumento da 
expressão da iNOS (Glezera et al., 2000). 
Não só a iNOS, mas também a eNOS já foi previamente relacionada com a 
vasodilatação no território gástrico (Licks et al., 2015). Em estágios avançados da 
hipertensão portal, a ativação da eNOS ocorre por diferentes estímulos como 
shear stress, VEGF, HSP-90 e citocinas inflamatórias (Marques et al., 2013). Da 
mesma forma, a translocação bacteriana ativa a eNOS através da estimulação do 
TNF-α (Martell et al., 2010). 
Assim, existe de fato uma importante contribuição desta citocina pró-
inflamatória com o desenvolvimento da gastropatia da hipertensão portal. 
 
1.5.2.2 Fator de necrose tumoral na Colopatia da Hipertensão Portal 
Níveis elevados de TNF-α estão presentes no soro de animais com 
hipertensão portal, sendo esse fator considerado importante para o 
desenvolvimento da circulação hiperdinâmica (Lopez-Talavera et al.,1995). 
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A iNOS, enzima sintetizada em macrófagos, células musculares lisas e 
hepatócitos após indução por lipopolissacarídeos (via translocação bacteriana) e 
citocinas inflamatórias (liberadas após estresse tecidual), é a isoforma co-
relacionada com o aumento do fluxo sanguíneo intestinal na CHP, apresentando-
se expressa na vasculatura mesentérica durante este quadro, colaborando para o 
estabelececimento dos processos inflamatórios (Aller et al., 2005). 
Dessa forma, a vasodilatação no intestino, decorrente da circulação 
colateral, e posterior lesão do epitélio intestinal, induz a produção de citocinas 
pró-inflamatórias, que irão contribuir também para a super-produção de NO, 
estabelecendo o quadro hemodinâmico e inflamatório presente na Colopatia 
(Licks et al., 2016). 
 
 
1.6 PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO 
As proteínas de choque térmico (HSPs) são uma família de proteínas 
altamente conservadas, que executam uma série de funções de “chaperonas”, 
como o remodelamento de polipeptídeos recém sintetizados e a proteção celular 
contra agentes agressores (Zuo et al., 2016). 
Essas proteínas são classificadas em diferentes subfamílias, de acordo 
com seu peso molecular. Em mamíferos, quatro destas se destacam (HSP90, 
HSP70, HSP60 e pequenas HSPs), sendo que algumas destas se apresentam 
mais expressas em resposta a dano e/ou proteção contra processos apoptóticos e 
morte celular, e outras são expressas constitutivamente em diferentes 
compartimentos celulares e são importantes na manutenção da função celular e 
prevenção de agregação, bem como para o remodelamento de proteínas 
intracelulares estruturalmente comprometidas (Zuo et al., 2016). 
Em termos gerais, as HSPs inicialmente foram caracterizadas por serem 
induzidas após estresse térmico (Heat shock). No entanto, atualmente, estas 
proteínas são associadas à resposta celular a determinados eventos estressores, 
como as espécies reativas de oxigênio, a isquemia e reperfusão, e o processo 
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inflamatório. Dessa forma, as HSPs já foram associadas à fisiopatologia de 
diferentes doenças, inclusive do trato gastro-intestinal (Dudeja et al., 2009). 
Dentre as HSPs, a HSP90 é responsável pela estabilização e ativação de 
cerca de 200 proteínas em células de mamíferos, desempenhando um papel 
essencial na homeostase celular, regulação transcripcional, remodelamento da 
cromatina e reparo de DNA. Esta proteína representa de 1-2% do conteúdo 
celular proteico total, sendo considerada indispensável para a manutenção da 
célula contra qualquer estresse ambiental (FIGURA 15) (Pennisi et al., 2015). 
 
 
FIGURA 15: HSP90 
FONTE: Adaptado de Jee, 2016.  
 
 
1.6.1 HSP90 na Gastropatia da Hipertensão Portal 
O estabelecimento do quadro de gastropatia é determinado pela super-
produção de óxido nítrico que, por sua vez, contribui para o desenvolvimento da 
circulação hemodinâmica (Bosch et al., 2015). 
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A interação da eNOS com a HSP90 facilita a produção de NO em resposta 
à estímulos mecânicos como o shear-stress e fatores de crescimento como o 
VEGF, através da via de sinalização da proteína G. Por sua vez, a regulação do 
tônus vascular na circulação mesentérica contribui para a regulação da pressão 
portal, agravando o quadro geral e estabelecendo a gastropatia (Shah et al., 
1999). 
Dessa forma, a ativação da eNOS através dos receptores acoplados à 
proteína G é facilitada pela sinalização da HSP90 (Garcia-Cardena et al., 1998), 
sugerindo que a ativação da NOS na vasculatura mesentérica pode ser associada 
à produção de HSP90, sinalizada pelo estresse vascular presente na gastropatia 
da hipertensão portal.  
 
1.7 DANOS AO DNA 
Dentre as muitas consequências do estabelecimento de um quadro de 
estresse oxidativo, o dano ao DNA é associado diretamente com a ação das 
espécies reativas de oxigênio (Grindel et al., 2016).  
Essas espécies podem reagir com diferentes estruturas orgânicas, como 
proteínas, lipídeos, enzimas e ácidos nucleicos, gerando importantes alterações e 
disfunção celular. No DNA, os danos são caracterizados predominantemente pela 
quebra de uma cadeia e/ou modificações de bases, causados pela reação dos 
radicais com as bases de DNA (Soares et al., 2015). 
Dados na literatura apontam algumas metodologias capazes de mensurar o 
dano ao DNA em diferentes modelos experimentais, podendo assim associá-lo ao 
estresse oxidativo. O ensaio cometa é um método simples e sensível que 
mensura quantitativamente o dano ao DNA em células individuais, as quais são 
submetidas a uma corrente elétrica que proporciona a migração dos segmentos 
de DNA livres, ou seja, resultantes de quebra, para fora do núcleo. Essa migração 
pode ser detectada visualmente por uma cauda, similar a um cometa, formada 
pelos fragmentos de DNA. Dessa forma, podemos mensurar o nível de dano ao 
DNA no analito em questão (Fairbairn et al., 1995). 
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Nosso grupo de pesquisa já utilizou este método para avaliar o dano ao 
DNA em modelos experimentais relacionados ao estresse oxidativo, tal como o 
modelo animal de esteatohepatite não alcóolica (Marcolin et al., 2013). 
1.7.1 Danos ao DNA na Hipertensão Portal 
O fato de que a hipertensão portal é doença relacionada ao estresse 
oxidativo é muito bem estabelecido na literatura (Gjeorgjievski e Cappell, 2016). 
Ademais, uma vez que o EO gera danos ao DNA, supõe-se que em um modelo 
experimental de hipertensão portal podemos encontrar danos ao DNA em um 
analito, por exemplo, como o sangue.  
No entanto, dados na literatura são escassos utilizando esta metodologia 
em modelo animal de hipertensão portal. 
  
1.8 N-ACETILCISTEÍNA 
A N-acetilcisteína (NAC) é um composto tiólico amplamente utilizado na 
clínica médica, que contém um grupo sulfidril formado pela seguinte fórmula 
química C5H9NO3S (FIGURA 16) (Ziment, 1988). A NAC entra na célula e no 
citoplasma é convertida a L-cisteína, promovendo a sua ação antioxidante 







FIGURA 16: Fórmula química da N-acetilcisteína (NAC). 
FONTE: Adaptado de Ziment, 1988.  
Os antioxidantes são moléculas conhecidas amplamente, naturais ou 
sintéticas, adquiridos via dieta ou produção endógena, cuja função principal é 












mais abundante antioxidante tiol, cuja proteção é versátil, agindo contra danos 
oxidativos e toxicidade celular (Chen et al., 2013). 
A NAC é o derivado N-acetílico do aminoácido cisteína, parte da molécula 
tripeptídica da GSH, e é um dos principais contribuintes na redução de 
equivalentes na forma de grupos sulfidris (Nagareddy et al., 2006).  
A ação da NAC na restauração dos níveis de GSH já é estabelecida, visto 
que a glutationa neutraliza espécies reativas de oxigênio e nitrogênio através de 
vias diretas e indiretas (FIGURA 17) (Vercelino et al., 2008). A neutralização 
ocorre através da remoção de espécies reativas através da formação e separação 
de adutos, sendo essa catalisada pela glutationa peroxidase (GPx) em uma 
reação NADPH dependente. A glutationa oxidada resultante é, então, reduzida 
pela glutationa redutase para iniciar o ciclo novamente (Dean et al., 2011). 
 
 
FIGURA 17: Ações da N-acetilcisteína (NAC). 
FONTE: Adaptado de Vercelino et al., 2008. 
 
Ainda, a NAC apresenta um ótimo estado redox, que é de extrema 
importância na proteção celular contra o estresse oxidativo e processo 
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inflamatório, sendo descrita previamente como uma alternativa promissora no 
tratamento de doenças hepáticas (De Andrade et al., 2015). 
 
1.8.1 NAC na Gastropatia da Hipertensão Portal 
As aplicações clínicas da NAC provêm de sua habilidade de repor 
antioxidantes durante estresse, infecções, agressões tóxicas e condições 
inflamatórias. Dessa forma, o seu uso parece ser promissor em inúmeras doenças 
relacionadas a tais quadros, assim como a gastropatia da hipertensão portal.  
Moléculas antioxidantes como a NAC demonstraram ser eficazes em 
melhorar a resistência hepática e hipertensão portal estabelecida em um quadro 
de cirrose (Yang et al., 2008). Na hipertensão portal propriamente dita, a NAC já 
foi utilizada na prevenção do desenvolvimento da circulação colateral em modelo 
animal de HP (Fernando et al., 1998). 
Tendo em vista que a gastropatia é um quadro estabelecido em virtude do 
desenvolvimento da circulação colateral hiperdinâmica, o tratamento com este 
potente antioxidante pode ser uma alternativa plausível para determinar a 
regressão e/ou melhora do quadro clínico geral do paciente. Ademais, a NAC atua 
na modulação do óxido nítrico através da interação do seu componente tiol com o 
NO formando nitrotiol, possivelmente minimizando a dilatação vascular presente 
na mucosa gástrica em um quadro de gastropatia (Zhuang et al., 2012). 
Ainda, a NAC é conhecida por suas propriedades anti-inflamatórias. 
Possuindo atividade moduladora em diferentes etapas do processo inflamatório e 
fagocítico, estimula as funções imunológicas e reduz os níveis de citocinas pró-
inflamatórias (Andrade et al., 2015). Sendo a inflamação um fator agravante da 
gastropatia, sugere-se a ação antiinflamatória da NAC como uma importante 






1.8.2 NAC na Colopatia da Hipertensão Portal. 
O quadro de colopatia da hipertensão portal é estabelecido mediante a 
dilatação vascular na submucosa colo-retal, sendo considerada semelhante ao 
estabelecimento dessa desordem vascular no trato gastro-intestinal superior 
(Urrunaga e Rockey, 2014). Dessa forma, a colopatia é considerada, da mesma 
forma, uma doença associada ao estresse oxidativo e processo inflamatório. 
A administração de NAC em condições inflamatórias intestinais foi 
classificada como benéfica em estudo anterior (Moura et al., 2015), sendo sua 
ação anti-inflamatória muito significativa. Ainda, a ação antioxidante da NAC em 
doenças inflamatórias intestinais relacionadas ao estresse oxidativo já foi 
previamente descrita (Zabot et al., 2014). 
Assim, a ação sinérgica anti-inflamatória e antioxidante da NAC pode, 
também, contribuir para a redução dos danos acarretados pela colopatia da 
hipertensão portal. 
Tendo em vista estas considerações, objetivou-se desenvolver um modelo 
de hipertensão portal com o intuito de estudar as alterações na gastropatia e 
colopatia, avaliando o envolvimento do estresse oxidativo, do óxido nítrico e 
marcadores antioxidantes, anti-inflamatórios e danos ao DNA neste modelo 




2 OBJETIVOS DO ESTUDO  
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
Este trabalho tem por objetivo geral avaliar o efeito da N-acetilcisteína no 
estômago e intestino grosso de ratos com ligadura parcial de veia porta, um 
modelo experimental de Hipertensão Portal (HP) em ratos. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
2.2.1 Experimento I 
Respondidos no artigo I: Antioxidant effect of N-acetylcysteine on 
prehepatic portal hypertensive gastropathy in rats, publicado na revista Annals of 
Hepatology 
 
1. Mensurar a pressão portal através da veia mesentérica nos 
diferentes grupos experimentais; 
2. Avaliar os níveis séricos das aminotransferases aspartato (AST) e 
alanina (ALT) e da fosfatase alcalina (FA) nos diferentes grupos 
experimentais; 
3. Avaliar a lipoperoxidação utilizando o método de substâncias 
reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) no estômago dos animais dos 
diferentes grupos experimentais; 
4. Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase 
(SOD) e glutationa peroxidase (GPx) no estômago dos animais dos 
diferentes grupos experimentais; 
5. Avaliar os metabólitos de óxido nítrico (nitritos e nitratos) no 
estômago dos animais dos diferentes grupos experimentais; 
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6. Avaliar as alterações histopatológicas no estômago dos animais dos 
diferentes grupos experimentais, bem como o calibre dos vasos na 
submucosa gástrica. 
 
2.2.2 Experimento II 
Respondidos no artigo II: N-acetylcysteine modulates angiogenesis and 
vasodilation in stomach such as DNA damage in blood of portal hypertensive rats, 
publicado na revista World Journal of Gastroenterology 
 
1. Avaliar a imunorreatividade das proteínas eNOS, VEGF e 
Nitrotirosina (NTT) pelo método de imunohistoquímica no estômago 
dos animais dos diferentes grupos experimentais; 
2. Avaliar a expressão das proteínas eNOS e VEGF pela técnica de 
Western blot no estômago dos animais dos diferentes grupos 
experimentais; 
3. Avaliar o dano ao DNA através do ensaio cometa no sangue dos 
animais dos diferentes grupos experimentais. 
 
2.2.3 Experimento III 
Respondidos no artigo III: Synergistic antioxidant and anti-inflammatory 
action of N-acetylcysteine in portal hypertensive gastropathy in rat, submetido na 
revista Plos One. 
 
1. Avaliar a imunorreatividade das proteínas NF-kB e TNF-α pelo 




2. Avaliar a expressão das proteínas HSP90, NQO1, iNOS e SOD pela 
técnica de Western blot no estômago dos animais dos diferentes 
grupos experimentais. 
 
2.2.4 Experimento IV 
Respondidos no artigo IV: Inflammatory bowel and oxidative stress changes 
in an experimental model of portal hypertension: action of N-acetylcysteine, 
publicado na revista Journal of Coloproctology. 
 
1. Avaliar a lipoperoxidação utilizando o método de substâncias 
reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) no intestino grosso dos 
animais dos diferentes grupos experimentais; 
2. Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase 
(SOD) e glutationa peroxidase (GPx) no intestino dos animais dos 
diferentes grupos experimentais; 
3. Avaliar a imunorreatividade das proteínas NF-kB e TNF-α pelo 
método de imunohistoquímica no intestino dos animais dos diferentes 
grupos experimentais; 
4. Avaliar a expressão da proteína iNOS pela técnica de Western blot 
no intestino dos animais dos diferentes grupos experimentais. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  
 
3.1 EXPERIMENTO I 
3.1.1 Delineamento do Estudo 
Este estudo tem caráter experimental qualitativo e quantitativo, sendo 
realizada a indução da hipertensão portal por meio do modelo experimental de 
ligadura parcial de veia porta (LPVP), bem como a simulação do modelo em 
animais do grupo controle (SO). 
 
3.1.2 Delineamento Experimental  
3.1.2.1 Animais   
Foram utilizados 24 ratos machos Wistar (n=6), com peso médio de 250 g, 
provenientes da Fundação Estadual de Produção e Pesquisa em Saúde (FEPPS), 
Porto Alegre, RS. Durante o experimento, os animais foram mantidos no biotério 
da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA), em caixas plásticas de 47x34x18 
cm, forradas com maravalha, em ciclos de doze horas claro/escuro (luz das 7 às 
19 horas) e temperatura de 22 ± 2°C. Água e a ração da marca Nutripal (Moinhos 
Purina, Porto Alegre, RS/Brasil), foram oferecidas ad libitum, diariamente .  
 
3.1.2.2 Considerações Bioéticas 
Todos os procedimentos realizados seguiram de acordo com as normas 
estabelecidas pela “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”, preparada 
pela “National Academy of Sciences (NIH). O trabalho foi submetido e aprovado 







3.1.2.3 Grupos Experimentais 
Para detectar uma diferença na magnitude de 1,5 desvio padrão (magnitude 
de efeito grande) mantendo-se um α=0,05 e ß=90%, foram calculados seis ratos 
por grupo (n=6), totalizando 24 ratos. O modelo utilizado para a indução da 
hipertensão portal foi a ligadura parcial de veia porta (LPVP), e os animais 
divididos em quatro grupos experimentais. 
 
I. Controle (SO - sham-operated) + Veículo (NaCl): Grupo submetido à 
simulação da cirurgia, e administração de veículo por 7 dias; 
II. Controle (SO - sham-operated) + N-acetilcisteína (NAC): Grupo 
submetido à simulação da cirurgia e tratamento com NAC por 7 dias; 
III. Hipertensão Portal (LPVP) + Veículo (NaCl): Grupo submetido à 
cirurgia de ligadura parcial da veia porta e administração de veículo por 
7 dias; 
IV. Hipertensão Portal (LPVP) + N-acetilcisteína (NAC): Grupo 
submetido à cirurgia de ligadura parcial da veia porta e tratamento com 
NAC por 7 dias. 
 
Após o procedimento cirúrgico, os animais foram mantidos em gaiolas 
devidamente identificadas, com água e ração ad libitum. Para cálculo de dose do 
anestésico, foram registrados seus pesos no início do experimento (momento da 
cirurgia) e no momento da morte. 
 
3.1.2.4 Procedimentos Experimentais 
3.1.2.4.1 Desenvolvimento do Modelo de Hipertensão Portal  
Os animais foram anestesiados com cetamina 100 mg/Kg e xilazina 50 
mg/Kg por via intraperitonial. Após uma incisão mediana no abdome (na linha 
alba), as alças intestinais foram retiradas delicadamente por sobre uma gaze 
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umidificada com soro fisiológico, e a veia porta foi isolada. Uma agulha de 20 G 
foi colocada sobre a veia porta e ambas amarradas em fio de seda 3.0. Após, a 
agulha foi retirada delicadamente, deixando o vaso parcialmente obstruído, sendo 
necessária a certificação da não ocorrência de trombose da veia porta durante 





FIGURA 18: Ligadura parcial da veia porta (LPVP). 
FONTE: Autor. 
 
As alças intestinais foram colocadas no abdome e, com pontos contínuos, 
fechou-se o peritônio, infundindo-se anteriormente cerca de 10 mL de solução 
fisiológica na cavidade abdominal. O peritôneo foi suturado utilizando um fio vicryl 
4.0 e a parede exterior com pontos isolados utilizando fio mono 4.0. Uma solução 
antiséptica foi aplicada e os animais mantidos em incubadora até plena 
recuperação pós-cirúrgica, antes de serem direcionados para sua respectiva 
gaiola. Após os animais recuperarem-se da anestesia em caixas individuais, 
forradas com maravalha e em incubadoras para recém-nascidos (aquecimento e 
suporte de oxigênio), foram analgesiados no pós-operatório com dipirona (200 
mg/Kg), sendo a primeira administração intramuscular e as posteriores por via-
oral (6 gotas) (500 mg/kg), com frequência de 8/8 horas por 72h. 
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Os animais controles ou operados ficticiamente (SO) sofreram o mesmo 
procedimento, não tendo, no entanto, a veia porta parcialmente ligada. Após a 
cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, devidamente 
supervisionados até o dia do experimento. 
 
3.1.2.4.2 Administração do Veículo e da N-acetilcisteína  
O tratamento diário com a NAC iniciou-se a partir do 8º dia do 
procedimento cirúrgico por via intraperitoneal, na dose de 10 mg de N-
acetilcisteína (Sigma Chemical Co., St. Loiis, MO, USA: CAS registry number 616-
91-1) por Kg de peso do animal (Vercelino et al., 2008), diluída em 0,6 mL de 
veículo. Os animais controle receberam somente o veículo (solução fisiológica-
NaCl 0,9%) no mesmo volume.  
 
3.1.2.4.3 Obtenção das Amostras de Tecido, Sangue e Morte dos Animais  
Transcorridos quinze dias do desenvolvimento do modelo experimental e 
tratamento, os animais foram novamente pesados e anestesiados com uma 
mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilasina (50 mg/kg) 
por via intraperitoneal. Posteriormente, realizou-se tricotomia da região 
abdominal, seguida de uma laparotomia ventral média, para que as alças 
intestinais fossem expostas. Primeiramente, foi aferida a pressão portal dos 
animais. Após, coletado sangue pela técnica da punção do plexo retro-orbital e 
retirados os estômagos para as posteriores análises, da seguinte forma: 
 
1º) Um pequeno fragmento do estômago foi retirado e emergido em formol 
10%, para posterior análise histológica; 
2º) O restante do estômago foi pesado e congelado a –80ºC para as 




Ao final do experimento, os animais sofreram eutanásia por exanguinação 
sob anestesia profunda, conforme descrito em AVMA Guidelines from Euthanasia 
(AVMA, 2007). 
Os corpos dos animais foram acondicionados em embalagens específicas 
para descarte e mantidos em freezer até sua incineração realizada pelo setor 
responsável da Universidade Luterana do Brasil. 
 
3.1.2.4.4 Análises Laboratoriais  
3.1.2.4.4.1 Aferição da Pressão Portal  
A aferição da pressão portal foi realizada através de um cateter inserido na 
veia mesentérica, após laparotomia ventral média e exposição das alças 
intestinais. O cateter foi conectado a um polígrafo de registro Lettica (Rochester, 
MI, USA) que aferiu a pressão na veia mesentérica, expressando o valor em 









3.1.2.4.4.2 Determinação das Enzimas Aspartato-aminotransferase, Alanina-
aminotransferase e Fosfatase Alcalina 
Através de um capilar heparinizado, uma amostra de sangue foi coletada 
através do método de punção do plexo retro-orbital, e este material foi utilizado 
para realizar as provas de integridade hepática por meio das análises das 
enzimas aspartato-aminotransferase (AST), da alanina-aminotransferase (ALT) e 
da fosfatase alcalina (FA).  
O sangue foi devidamente acondicionado e destinado para a Central de 
Bioquímica do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), onde os níveis 
séricos foram mensurados através método enzimático automatizado (sistema 
Siemens Advia 1800) e expressos em U/L. 
 
3.1.2.4.4.3 Preparo do Homogeneizado 
Os estômagos foram retirados, pesados e armazenados em freezer -80ºC. 
Foram adicionados 5 ml de buffer fosfato (140 mM KCl, 20 mM fosfato, pH 7.4) 
por grama de tecido, e homogeneizados durante 40 segundos em Ultra-Turrax 
(IKA-WERK) na temperatura de 4ºC. Em seguida, os homogeneizados foram 
centrifugados por 10 minutos a 4000 rpm (1110 x g) em centrífuga refrigerada 
(SORVALL RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge), e o sobrenadante 
retirado e congelado em freezer -80ºC para as dosagens posteriores (Llesuy et 
al., 1985). 
 
3.1.2.4.4.4 Dosagem de Proteína 
A concentração de proteínas no homogeneizado de estômago foi 
determinada através do método de Bradford, onde foi utilizada uma albumina 
bovina (SIGMA) como padrão. As amostras foram mensuradas 
espectrofotometricamente 595 nm, e os valores expressos em mg/mL. Esses 
valores foram utilizados para calcular posteriormente o TBARS e os valores das 
enzimas antioxidantes (Bradford, 1976). 
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3.1.2.4.4.5 Determinação dos Níveis de Substâncias que Reagem ao Ácido 
Tiobarbitúrico 
Com o intuito de avaliar a lipoperoxidação nos grupos presentes neste 
estudo, utilizamos o método de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 
(TBARS). A técnica de TBARS consiste no aquecimento do material 
homogeneizado na presença de ácido tiobarbitúrico e a consequente formação de 
um produto de coloração rósea, medido em espectrofotômetro a 535 nm. O 
aparecimento de coloração ocorre devido à presença do malondialdeído e outras 
substâncias provenientes da peroxidação lipídica no material biológico. 
Foram colocados em tubo de ensaio, nesta ordem de adição, 0,5 mL de 
ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,37%, 0,25 mL de água destilada, 0,75 mL de ácido 
tricloroacético (TCA) 15% e 0,25 mL do homogeneizado. O TBA reagiu com 
produtos da lipoperoxidação, formando uma base de Schiff, e o TCA teve função 
de desnaturar as proteínas presentes, além de acidificar o meio de reação. A 
seguir, agitou-se cada tubo, que foram aquecidos à temperatura de 100ºC durante 
30 minutos. Após, os tubos foram resfriados e acrescentou-se 1,5 mL de álcool n-
butílico para extrair o pigmento formado. Os tubos foram colocados em agitador 
(Biomatic) por 45 segundos e centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm (612.8 x 
g) a 4ºC. Por último, o produto foi retirado e a leitura em espectrofotômetro 
realizada (CARY 3E – UV – Visible Spectrophotometer Varian) com comprimento 
de onda de 535 nm. A concentração de TBARS foi expressa em nmoles/mg de 
proteína (Buege e Aust, 1978). 
 
3.1.2.4.4.6 Determinação dos Metabólitos do Óxido Nítrico (nitritos e nitratos) 
O NO é uma substância extremamente lábil, com uma meia vida de apenas 
alguns segundos em sistemas biológicos. Dessa forma, a medida do NO é feita 
de forma indireta, através da medida de nitritos e nitratos. Esse método consiste 
na redução enzimática de nitratos a nitritos na presença de nitrato redutase e 
NADPH, e posterior reação dos nitritos formados (ou presentes inicialmente nas 
amostras) com o reagente de Griess (mistura de sulfanilamida e 
naftiletilenodiamina, específico para NO2
-). A leitura foi realizada em leitor de 
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microplacas a 540 nm e os resultados expressos em mmol de NO2/NO3 (Granger 
et al.,1999). 
 
3.1.2.4.4.7 Determinação da Atividade da Enzima Superóxido dismutase 
A atividade desta enzima é definida por sua capacidade para inibir um 
sistema de detecção que reage com o O2
·-.  
A reação catalisada é a seguinte: 
 
                                                                  SOD 
O2
·- + O2
·- + 2H+                                   H2O2 + O2          
 
A atividade da enzima antioxidante SOD avalia a capacidade dessa enzima 
em inibir a reação do radical superóxido com epinefrina.  Em uma micoplaca de 
96 poços, foi colocada tampão glicina (50 mM pH 11), homogeneizado e a 
epinefrina (60 mM pH 2). Após foi feita agitação e a leitura realizada a 480 nm. Os 
dados são expressos em unidades de SOD por miligrama de proteína (USOD/mg 
prot) (Misra e Fridovich, 1972). 
 
3.1.2.4.4.8 Determinação da Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase  
A enzima GPx atua sobre o peróxido de hidrogênio (H2O2) utilizando a GSH 
como doador de hidrogênios. A técnica consiste em determinar a ativadade da 
enzima espectrofotometricamente, medindo a velocidade de oxidação do NADPH 
na presença de glutationa reduzida e de glutationa redutase em uma reação. Para 
tal, em uma cubeta de quartzo foram colocados solução reguladora de fosfatos 
potássios (100 mM, pH 7,0), glutationa reduzida (GSH) (40 mM), glutationa 
redutase (GR), NADPH (10 mM) e azida sódica (20mM) para a inibição da 
atividade da catalase. As amostras foram lidas numa absorbância de 340 nm e a 




3.1.2.4.5 Análises Histológicas  
O exame histopatológico foi realizado no laboratório de patologia do Centro 
de Pesquisa Experimental do Hospital de Clínicas de Porto Alegre por um 
patologista que desconhecia os grupos estabelecidos no delineamento 
experimental. 
Inicialmente o estômago foi dissecado e incluso em blocos de parafina, 
fixados ao Micrótomo (LeitzÒ1512), onde se realizaram cortes com 3 micra (3 m). 
Na fase de coloração, as lâminas foram mergulhadas nos corantes hematoxilina-
eosina durante 5 minutos cada uma e intermediadas por um banho de água 
corrente. Na fase de desidratação, as estruturas passaram por três recipientes 
com álcool absoluto e por dois de xilol. Colocou-se a lamínula sobre a lâmina, 
utilizando-se Bálsamo do Canadá ou Entellan, finalizando, assim, o processo de 
preparação. As lâminas foram analisadas e fotografadas em microscópio 
binocular Nikon Labophot nos diferentes aumentos, equipado com câmera digital 
para captura de imagens por meio do software Image-plus (Media, Cybernetics, 
Bethesda, USA). 
O calibre dos vasos foi medido utilizando o mesmo aparelho e software, no 
qual foram feitas três medidas da luz vascular e, após, calculada uma média para 
obtenção do calibre de cada vaso analisado, obtendo o valor em pixels.  
 
3.1.2.4.6 Biossegurança e Descarte de Resíduos 
Os frascos, luvas e demais materiais contaminados foram devidamente 
descartados nos lixos de materiais específicos da ULBRA, para posterior 
incineração. Os resíduos provenientes dos reagentes utilizados nas técnicas 
foram devidamente armazenados em frascos específicos e destinados ao Setor 
de Higienização responsável pelo procedimento correto de eliminação. Os demais 





3.1.2.4.7 Análise estatística  
A partir dos dados coletados, as médias e os erros padrões das médias de 
cada grupo foram calculados, utilizando para análise estatística o software 
Graphpad Instat, versão 3.0 para Windows XP2000. Foi realizada análise de 
variância (ANOVA) seguida de teste Student-Newman-Keuls para múltiplas 
comparações, sendo o nível de significância adotado de 5% (P<0,05). 
 
3.2 EXPERIMENTO II 
3.2.1 Delineamento do Estudo 
Este estudo tem caráter experimental qualitativo e quantitativo, sendo 
realizada a indução da hipertensão portal por meio do modelo experimental de 
ligadura parcial de veia porta (LPVP), bem como a simulação do modelo em 
animais do grupo controle (SO). 
 
3.2.2 Delineamento Experimental  
3.2.2.1 Animais   
Foram utilizados 24 ratos machos Wistar (n=6), com peso médio de 250 g, 
provenientes do biotério do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), Porto 
Alegre, RS. Durante o experimento, os animais foram mantidos em caixas 
plásticas de 47x34x18 cm, forradas com maravalha, em ciclos de doze horas 
claro/escuro (luz das 7 às 19 horas) e temperatura de 22 ± 2°C. Água e a ração 
da marca Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil) foram oferecidas ad 
libitum diariamente.  
 
3.2.2.2 Considerações Bioéticas 
Todos os procedimentos realizados seguiram de acordo com o preconizado 
pela Comissão de Pesquisa e Ética em Saúde do Grupo de Pesquisa e Pós-
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Graduação (GPPG) do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) bem como o 
preconizado no Principles for Research Involving Animals (NAS) (Goldim e 
Raymundo,1997).  
 
3.2.2.3 Grupos Experimentais 
Para detectar uma diferença na magnitude de 1,5 desvio padrão (magnitude 
de efeito grande) mantendo-se um α=0,05 e ß=90%, foram calculados seis ratos 
por grupo (n=6), totalizando 24 ratos. O modelo utilizado para a indução da 
hipertensão portal foi a ligadura parcial de veia porta (LPVP), e os animais 
divididos em quatro grupos experimentais. 
 
I. Controle (SO - sham-operated) + Veículo (NaCl): Grupo submetido à 
simulação da cirurgia, e administração de veículo por 7 dias; 
II. Controle (SO - sham-operated) + N-acetilcisteína (NAC): Grupo 
submetido à simulação da cirurgia e tratamento com NAC por 7 dias; 
III. Hipertensão Portal (LPVP) + Veículo (NaCl): Grupo submetido à 
cirurgia de ligadura parcial da veia porta e administração de veículo por 
7 dias; 
IV. Hipertensão Portal (LPVP) + N-acetilcisteína (NAC): Grupo 
submetido à cirurgia de ligadura parcial da veia porta e tratamento com 
NAC por 7 dias. 
 
Após o procedimento cirúrgico, os animais foram mantidos em gaiolas 
devidamente identificadas, com água e ração ad libitum. Para cálculo de dose do 
anestésico, foram registrados seus pesos no início do experimento (momento da 





3.2.2.4 Procedimentos Experimentais 
3.2.2.4.1 Desenvolvimento do Modelo de Hipertensão Portal  
Os animais foram anestesiados com cetamina 100 mg/Kg e xilazina 50 
mg/Kg por via intraperitonial. Após uma incisão mediana no abdome (na linha 
alba), as alças intestinais foram retiradas delicadamente por sobre uma gaze 
umidificada com soro fisiológico, e a veia porta foi isolada. Uma agulha de 20 G 
foi colocada sobre a veia porta e ambas amarradas em fio de seda 3.0. Após, a 
agulha foi retirada delicadamente, deixando o vaso parcialmente obstruído, sendo 
necessária a certificação da não ocorrência de trombose da veia porta durante 
sua manipulação (Sikuler et al.,1985). 
As alças intestinais foram colocadas no abdome e, com pontos contínuos, 
fechou-se o peritônio, infundindo-se anteriormente cerca de 10 mL de solução 
fisiológica na cavidade abdominal. O peritôneo foi suturado utilizando um fio vicryl 
4.0 e a parede exterior com pontos isolados utilizando fio mono 4.0. Uma solução 
antiséptica foi aplicada e os animais mantidos em incubadora até plena 
recuperação pós-cirúrgica, antes de serem direcionados para sua respectiva 
gaiola. Após os animais recuperarem-se da anestesia em caixas individuais, 
forradas com maravalha e em incubadoras para recém-nascidos (aquecimento e 
suporte de oxigênio), foram analgesiados no pós-operatório com dipirona (200 
mg/Kg), sendo a primeira administração intramuscular e as posteriores por via-
oral (6 gotas) (500 mg/kg), com frequência de 8/8 horas por 72h. 
Os animais controles ou operados ficticiamente (SO) sofreram o mesmo 
procedimento, não tendo, no entanto, a veia porta parcialmente ligada. Após a 
cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, devidamente 
supervisionados até o dia do experimento. 
 
3.2.2.4.2 Administração do Veículo e da N-acetilcisteína  
O tratamento diário com a NAC iniciou-se a partir do 8º dia do 
procedimento cirúrgico por via intraperitoneal, na dose de 10 mg de N-
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acetilcisteína (Sigma Chemical Co., St. Loiis, MO, USA: CAS registry number 616-
91-1) por Kg de peso do animal (Vercelino et al., 2008), diluída em 0,6 mL de 
veículo. Os animais controle receberam somente o veículo (solução fisiológica-
NaCl 0,9%) no mesmo volume.  
 
3.2.2.4.3 Obtenção das Amostras de Tecido, Sangue e Morte dos Animais  
Transcorridos quinze dias do desenvolvimento do modelo experimental e 
tratamento, os animais foram novamente pesados e anestesiados com uma 
mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilasina (10 mg/kg) 
por via intraperitoneal. Posteriormente, realizou-se tricotomia da região 
abdominal, seguida de uma laparotomia ventral média, para que as alças 
intestinais fossem expostas. Primeiramente, foi aferida a pressão portal dos 
animais. Após, coletado sangue pela técnica da punção do plexo retro-orbital e 
retirados os estômagos para as posteriores análises, da seguinte forma: 
 
1º) Um pequeno fragmento do estômago foi retirado e emergido em formol 
10%, para posterior análise histológica; 
2º) O restante do estômago foi pesado e congelado a –80ºC para as 
análises de Western blot. 
Ao final do experimento, os animais sofreram eutanásia por exanguinação 
sob anestesia profunda, conforme descrito em AVMA Guidelines from Euthanasia 
(AVMA, 2007). 
 
Os corpos dos animais foram acondicionados em embalagens específicas 
para descarte e mantidos em freezer até sua incineração realizada pelo setor 





3.2.2.4.4 Análises Laboratoriais  
 
3.2.2.4.4.1 Aferição da Pressão Portal  
A aferição da pressão portal foi realizada através de um cateter inserido na 
veia mesentérica, após laparotomia ventral média e exposição das alças 
intestinais. O cateter foi conectado a um polígrafo de registro Lettica (Rochester, 
MI, USA) que aferiu a pressão na veia mesentérica, expressando o valor em 
mmHg.  
 
3.2.2.4.4.2 Avaliação da Expressão das Proteínas eNOS, VEGF e Nitrotirosina 
pela Técnica de Imunohistoquímica 
A expressão das proteínas óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), fator de 
crescimento vascular endotelial (VEGF) e Nitrotirosina (NTT) foram determinadas 
através de análise imunohistoquímica. A recuperação antigênica foi estabelecida 
usando um tampão a 100ºC e a atividade da peroxidase endógena foi bloqueada 
por incubação com metanol absoluto. As lâminas foram incubadas com anticorpo 
policlonal de coelho (NOS3 C-20 (sc-654), 1:200, Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA, USA), anticorpo monoclonal de rato  (VEGF C-1 (sc-7269), 
1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA),  anticorpo policlonal de 
coelho  (Nitro-Tyrosine Antibody (#9691), 1:200, Cell Signaling Technology), 
“overnight” a uma temperatura de 4ºC As lâminas foram lavadas com tampão e 
incubadas com o anticorpo secundário para eNOS (goat anti-rabbit IgG-HRP 
2004), para VEGF (goat anti-mouse IgG-HRP 2005) e para NTT (anti-rabbit IgG-
HRP 7074) durante 30 minutos em temperatura ambiente. O material foi analisado 
por um patologista sem conhecimento prévio dos grupos do trabalho, utilizando 
um microscópio equipado com uma câmera digital para capturer imagens usando 
o programa Image-Plus software (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA).  
A quantificação da expressão da eNOS, VEGF e NTT foi realizada via 
análise digital com Adobe Photoshop® CS3 extended10.0, e envolveu a 
contagem dos pixels corados por análise imunohistoquímica. O nível da sua 
expressão foi determinado pela multiplicação da densidade média da imagem 
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pela porcentagem de áreas positivamente coradas (áreas de coloração castanha) 
(Gaffey et al., 1992).  
 
3.2.2.4.4.3 Avaliação da Expressão das Proteínas eNOS e VEGF pela Técnica de 
Western blot 
A análise de Western blot foi feita em extrato citosólico preparado a partir 
do homogeneizado de estômago. A fracção sobrenadante foi recolhida e 
armazenada a 80ºC em alíquotas até a sua utilização. A concentração de proteína 
foi medida por Bradford (1976). As proteínas lisadas foram fraccionadas por 
electroforese em gel de sulfato de sódio-poliacrilamida (SDS-PAGE) e 
transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF). As membranas 
foram então bloqueadas com 5% de leite em pó desnatado em solução salina 
Trisbuffered contendo 0,05% de Tween 20 (TTBS) durante 1 hora à temperatura 
ambiente e sondadas durante a noite a 4ºC com anticorpo policlonal de coelho 
(NOS3 C-20 (sc-654), Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), 
anticorpo monoclonal de rato (VEGF C-1 (sc-7269), Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA, USA),  em uma dilução de 1:200-1.000 com TTBS em 5% de 
leite em pós desnatado,  e anticorpo anti-β-actina (42 kDA) (Sigma Aldrich, 
StLouis, MO, USA) em uma diluição de 1: com TTBS em 5% de leite em pós 
desnatado. Após lavagem com TTBS, as membranas foram incubadas durante 1 
h à temperatura ambiente com anticorpo secundário conjugado com HRP (Santa 
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, 1: 4,000). A detecção de proteínas foi 
realizada através de quimioluminescência utilizando um kit ECL comercial 
(Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Grã-Bretanha). A densidade das 
bandas específicas foi quantificada com um densitômetro de imagem Software 
(Scion Image, Maryland, MA) (Tuñon et al., 2013). 
  
3.2.2.4.4.4 Avaliação dos Danos ao DNA Através do Ensaio Cometa 
O ensaio do cometa alcalino foi realizado como descrito em (Speit e 
Hartmann, 1999), com pequenas modificações (Picada et al., 2003). As amostras 
de sangue (50 μL) foram colocadas em 5 μL de anti-coagulante (heparina sódica 
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25.000 UI-Liquemine®). Suspensões de células sanguíneas (5 μL) foram 
incorporadas em 95 μL de agarose de baixo ponto de fusão a 0,75% (Gilco BRL) 
e espalhadas em lâminas de microscópio microatadas pré-revestidas com 
agarose. Após solidificação, as lâminas foram colocadas em tampão de lise (NaCl 
2,5 M, EDTA 100 mM e Tris 10 mM, pH 10,0), com Triton X-100 a 1% 
recentemente adicionado (Sigma) e DMSO a 10% durante 48h a 4°C. As lâminas 
foram subsequentemente incubadas em tampão alcalino preparado recentemente 
(NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH> 13) durante 20 min, a 4°C. Uma corrente 
elétrica de 300 mA e 25 V (0,90 V/cm) foi aplicada por 15 min para realizar a 
eletroforese de DNA. As lâminas foram então neutralizadas (Tris 0,4 M, pH 7,5), 
coradas com prata e analisadas utilizando microscópio. Foram analisadas 
imagens de 100 células selecionadas aleatoriamente (50 células de cada uma das 
duas lâminas replicadas) de cada animal. As células foram também marcadas 
visualmente de acordo com a dimensão da cauda em cinco classes variando 
desde não danificadas (0) até danos máximos (4), resultando em uma pontuação 
de dano de DNA único para cada animal e, consequentemente, para cada grupo 
estudado. Portanto, o índice de danos (DI) pode variar de 0 (completamente não 
danificado, 100 células × 0) a 400 (com danos máximos, 100 × 4). A frequência de 
dano (%) foi calculada com base no número de células caudadas versus sem 
cauda. 
 
3.2.2.4.5 Biossegurança e Descarte de Resíduos 
Os frascos, luvas e demais materiais contaminados foram devidamente 
descartados nos lixos de materiais específicos do HCPA, para posterior 
incineração. Os resíduos provenientes dos reagentes utilizados nas técnicas 
foram devidamente armazenados em frascos específicos e destinados ao Setor 
de Higienização responsável pelo procedimento correto de eliminação. Os demais 






3.2.2.4.6 Análise Estatística  
Todos os dados são apresentados como média ± SE. A significância 
estatística foi calculada usando Graphpad Instat, versão 3.0 para Windows. A 
análise de variância (ANOVA) e Student-Newman-Keuls foram utilizadas para 
análise múltipla, e o nível de significância foi de 5% (P <0,05). Para o ensaio do 
cometa, a normalidade das variáveis foi avaliada utilizando o teste de 
Kolmogorov-Smirnov. As diferenças estatísticas entre os grupos foram analisadas 
utilizando o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis com a correção de Dunn para 
comparações múltiplas para o ensaio de cometas. O teste “t” de Student foi 
utilizado para comparar os danos entre os controles negativo e positivo. O nível 
crítico para a rejeição da hipótese nula foi considerado um valor de P de 5%. 
 
3.3 EXPERIMENTO III 
3.3.1 Delineamento do estudo 
Este estudo tem caráter experimental qualitativo e quantitativo, sendo 
realizada a indução da hipertensão portal por meio do modelo experimental de 
ligadura parcial de veia porta (LPVP), bem como a simulação do modelo em 
animais do grupo controle (SO). 
 
3.3.2 Delineamento experimental  
3.3.2.1 Animais   
Foram utilizados 18 ratos machos Wistar (n=6), com peso médio de 250 g, 
provenientes do biotério do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), Porto 
Alegre, RS. Durante o experimento, os animais foram mantidos no mesmo local 
em caixas plásticas de 47x34x18 cm, forradas com maravalha, em ciclos de doze 
horas claro/escuro (luz das 7 às 19 horas) e temperatura de 22 ± 2°C. Água e a 
ração da marca Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil) foram 




3.3.2.2 Considerações Bioéticas 
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a legislação 
brasileira vigente para a prática da pesquisa científica com animais (Lei Federal nº 
11.794/08) com políticas determinadas na Diretriz Brasileira para o cuidado e a 
utilização de animais para fins científicos e didáticos (DBCA) do Conselho 
Nacional de Controle de Experimentação Animal e Diretrizes da Prática de 
Eutanásia do CONCEA, 2013. 
3.3.2.3 Grupos Experimentais 
Para detectar uma diferença na magnitude de 1,5 desvio padrão (magnitude 
de efeito grande) mantendo-se um α=0,05 e ß=90%, foram calculados seis ratos 
por grupo (n=6), totalizando 18 ratos. O modelo utilizado para a indução da 
hipertensão portal foi a ligadura parcial de veia porta (LPVP), e os animais 
divididos em quatro grupos experimentais. 
 
I. Controle (SO - sham-operated) + Veículo (NaCl): Grupo submetido à 
simulação da cirurgia, e administração de veículo por 7 dias; 
II. Hipertensão Portal (LPVP) + Veículo (NaCl): Grupo submetido à 
cirurgia de ligadura parcial da veia porta e administração de veículo por 
7 dias; 
III. Hipertensão Portal (LPVP) + N-acetilcisteína (NAC): Grupo 
submetido à cirurgia de ligadura parcial da veia porta e tratamento com 
NAC por 7 dias. 
 
Após o procedimento cirúrgico, os animais foram mantidos em gaiolas 
devidamente identificadas, com água e ração ad libitum. Para cálculo de dose do 
anestésico, foram registrados seus pesos no início do experimento (momento da 




3.3.2.4 Procedimentos Experimentais 
3.3.2.4.1 Desenvolvimento do Modelo de Hipertensão Portal  
Os animais foram anestesiados com cetamina 100 mg/Kg e xilazina 10 
mg/Kg por via intraperitonial. Após uma incisão mediana no abdome (na linha 
alba), as alças intestinais foram retiradas delicadamente por sobre uma gaze 
umidificada com soro fisiológico, e a veia porta foi isolada. Uma agulha de 20 G 
foi colocada sobre a veia porta e ambas amarradas em fio de seda 3.0. Após, a 
agulha foi retirada delicadamente, deixando o vaso parcialmente obstruído, sendo 
necessária a certificação da não ocorrência de trombose da veia porta durante 
sua manipulação (Sikuler et al.,1985). 
As alças intestinais foram colocadas no abdome e, com pontos contínuos, 
fechou-se o peritônio, infundindo-se anteriormente cerca de 10 mL de solução 
fisiológica na cavidade abdominal. O peritôneo foi suturado utilizando um fio vicryl 
4.0 e a parede exterior com pontos isolados utilizando fio mono 4.0. Uma solução 
antiséptica foi aplicada e os animais mantidos em incubadora até plena 
recuperação pós-cirúrgica, antes de serem direcionados para sua respectiva 
gaiola.  Após os animais recuperarem-se da anestesia em caixas individuais, 
forradas com maravalha e em incubadoras para recém-nascidos (aquecimento e 
suporte de oxigênio), foram analgesiados no pós-operatório com dipirona (200 
mg/Kg), sendo a primeira administração intramuscular e as posteriores por via-
oral (6 gotas) (500 mg/kg), com frequência de 8/8 horas por 72h. 
Os animais controles ou operados ficticiamente (SO) sofreram o mesmo 
procedimento, não tendo, no entanto, a veia porta parcialmente ligada. Após a 
cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, devidamente 
supervisionados até o dia do experimento. 
 
3.3.2.4.2 Administração do Veículo e da N-acetilcisteína  
O tratamento diário com a NAC iniciou-se a partir do 8º dia do 
procedimento cirúrgico por via intraperitoneal, na dose de 10 mg de N-
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acetilcisteína (Sigma Chemical Co., St. Loiis, MO, USA: CAS registry number 616-
91-1) por Kg de peso do animal (Vercelino et al., 2008), diluída em 0,6 mL de 
veículo. Os animais controle receberam somente o veículo (solução fisiológica-
NaCl 0,9%) no mesmo volume.  
 
3.3.2.4.3 Obtenção das Amostras de Tecido, Sangue e Morte dos Animais  
Transcorridos quinze dias do desenvolvimento do modelo experimental e 
tratamento, os animais foram novamente pesados e anestesiados com uma 
mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilasina (10 mg/kg) 
por via intraperitoneal. Posteriormente, realizou-se tricotomia da região 
abdominal, seguida de uma laparotomia ventral média, para que as alças 
intestinais fossem expostas. Os estômagos foram retirados para as posteriores 
análises, da seguinte forma: 
 
1º) Um pequeno fragmento do estômago foi retirado e emergido em formol 
10%, para posterior análise histológica; 
2º) O restante do estômago foi pesado e congelado a –80ºC para as 
análises de Western blot. 
Ao final do experimento, os animais sofreram eutanásia por exanguinação 
sob anestesia profunda, conforme descrito em AVMA Guidelines from Euthanasia 
(AVMA, 2007). 
 
Os corpos dos animais foram acondicionados em embalagens específicas 
para descarte e mantidos em freezer até sua incineração realizada pelo setor 




3.3.2.4.4 Análises Laboratoriais  
3.3.2.4.4.1 Avaliação da Expressão das Proteínas iNOS, HSP90, NQO1 e SOD 
pela Técnica de Western blot 
A análise de Western blot foi feita em extrato citosólico preparado a partir 
do homogeneizado de estômago. A fracção sobrenadante foi recolhida e 
armazenada a 80ºC em alíquotas até à sua utilização. A concentração de proteína 
foi medida por Bradford (1976). As proteínas lisadas foram fraccionadas por 
electroforese em gel de sulfato de sódio-poliacrilamida (SDS-PAGE) e 
transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF). As membranas 
foram então bloqueadas com 5% de leite em pó desnatado em solução salina 
Trisbuffered contendo 0,05% de Tween 20 (TTBS) durante 1 hora à temperatura 
ambiente e sondadas durante a noite a 4ºC com anticorpo policlonal de rato 
(NOS2 (sc-7271), Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA),  anticorpo 
monoclonal de rato (HSP90 (sc-101494), Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 
CA, USA), anticorpo monoclonal de cabra (NQO1 (sc-16464), Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); anticorpo monoclonal de cabra (SOD (sc-
8637), Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), em uma dilução de 
1:200-1.000 com TTBS em 5% de leite em pós desnatado,  e anticorpo anti-β-
actina (42 kDA) (Sigma Aldrich, StLouis, MO, USA) em uma diluição de 1: com 
TTBS em 5% de leite em pós desnatado. Após lavagem com TTBS, as 
membranas foram incubadas durante 1 h à temperatura ambiente com anticorpo 
secundário (goat anti-mouse IgG-HRP sc-2005, e donkey anti-goat sc-2020 
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, 1:4,000). A detecção de 
proteínas foi realizada através de quimioluminescência utilizando um kit ECL 
comercial (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Grã-Bretanha). A 
densidade das bandas específicas foi quantificada com um densitômetro de 






3.3.2.4.4.2 Avaliação da Expressão das Proteínas NF-κB e TNF-α pela Técnica de 
Imunohistoquímica 
A expressão das proteínas Fator nuclear-kβ (NF-kβ) e fator de necrose 
tumoral (TNF-α) foram determinados através de análise imunohistoquímica. A 
recuperação antigênica foi estabelecida usando um tampão a 100ºC e a atividade 
da peroxidase endógena foi bloqueada por incubação com metanol absoluto. As 
lâminas foram incubadas com anticorpo policlonal de coelho (NF-κB [sc-9072], 
1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anticorpo monoclonal de 
cabra (TNF-α [sc- 1351], 1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) 
“overnight” a uma temperatura de 4ºC.  
As lâminas foram lavadas com tampão e incubadas com o anticorpo 
secundário goat anti-rabbit IgG-HRP (sc-2004) durante 30 minutos em 
temperatura ambiente. O material foi analisado por um patologista sem 
conhecimento prévio dos grupos do trabalho, utilizando um microscópio equipado 
com uma câmera digital para capturer imagens usando o programa Image-Plus 
software (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA). A quantificação da expressão 
da NF-kβ e TNF-α foi realizada via análise digital com Adobe Photoshop® CS3 
extended 10.0, e envolveu a contagem dos pixels corados por análise 
imunohistoquímica. O nível da sua expressão foi determinado pela multiplicação 
da densidade média da imagem pela porcentagem de áreas positivamente 
coradas (áreas de coloração castanha) (Gaffey et al., 1992).  
 
3.3.2.4.5 Biossegurança e Descarte de Resíduos 
Os frascos, luvas e demais materiais contaminados foram devidamente 
descartados nos lixos de materiais específicos do HCPA, para posterior 
incineração. Os resíduos provenientes dos reagentes utilizados nas técnicas 
foram devidamente armazenados em frascos específicos e destinados ao Setor 
de Higienização responsável pelo procedimento correto de eliminação. Os demais 




3.3.2.4.6 Análise Estatística  
Todos os dados são apresentados como média ± SE. A significância 
estatística foi calculada usando GraphPad InStat versão 3.0 para Windows. A 
análise de variância (ANOVA) e o teste de Student-Newman-Keuls foram 
utilizados para múltiplas análises, com nível de significância estabelecido em 5% 
(P <0,05).  
 
3.4 EXPERIMENTO IV 
3.4.1 Delineamento do estudo 
Este estudo tem caráter experimental qualitativo e quantitativo, sendo 
realizada a indução da hipertensão portal por meio do modelo experimental de 
ligadura parcial de veia porta (LPVP), bem como a simulação do modelo em 
animais do grupo controle (SO). 
 
3.4.2 Delineamento experimental  
3.4.2.1 Animais   
Foram utilizados 18 ratos machos Wistar (n=6), com peso médio de 250 g, 
provenientes do biotério do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), Porto 
Alegre, RS. Durante o experimento, os animais foram mantidos no mesmo local 
em caixas plásticas de 47x34x18 cm, forradas com maravalha, em ciclos de doze 
horas claro/escuro (luz das 7 às 19 horas) e temperatura de 22 ± 2°C. Água e a 
ração da marca Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil) foram 
oferecidas ad libitum diariamente.  
 
3.4.2.2 Considerações Bioéticas 
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a legislação 
brasileira vigente para a prática da pesquisa científica com animais (Lei Federal nº 
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11.794/08) com políticas determinadas na Diretriz Brasileira para o cuidado e a 
utilização de animais para fins científicos e didáticos (DBCA) do Conselho 
Nacional de Controle de Experimentação Animal e Diretrizes da Prática de 
Eutanásia do CONCEA, 2013. 
3.4.2.3 Grupos Experimentais 
Para detectar uma diferença na magnitude de 1,5 desvio padrão (magnitude 
de efeito grande) mantendo-se um α=0,05 e ß=90%, foram calculados seis ratos 
por grupo (n=6), totalizando 18 ratos. O modelo utilizado para a indução da 
hipertensão portal foi a ligadura parcial de veia porta (LPVP), e os animais 
divididos em quatro grupos experimentais. 
 
I. Controle (SO - sham-operated) + Veículo (NaCl): Grupo submetido à 
simulação da cirurgia, e administração de veículo por 7 dias; 
II. Hipertensão Portal (LPVP) + Veículo (NaCl): Grupo submetido à 
cirurgia de ligadura parcial da veia porta e administração de veículo por 
7 dias; 
III. Hipertensão Portal (LPVP) + N-acetilcisteína (NAC): Grupo 
submetido à cirurgia de ligadura parcial da veia porta e tratamento com 
NAC por 7 dias. 
 
Após o procedimento cirúrgico, os animais foram mantidos em gaiolas 
devidamente identificadas, com água e ração ad libitum. Para cálculo de dose do 
anestésico, foram registrados seus pesos no início do experimento (momento da 






3.4.2.4 Procedimentos Experimentais 
3.4.2.4.1 Desenvolvimento do Modelo de Hipertensão Portal  
Os animais foram anestesiados com cetamina 100 mg/Kg e xilazina 10 
mg/Kg por via intraperitoneal. Após uma incisão mediana no abdome (na linha 
alba), as alças intestinais foram retiradas delicadamente por sobre uma gaze 
umidificada com soro fisiológico, e a veia porta foi isolada. Uma agulha de 20 G 
foi colocada sobre a veia porta e ambas amarradas em fio de seda 3.0. Após, a 
agulha foi retirada delicadamente, deixando o vaso parcialmente obstruído, sendo 
necessária a certificação da não ocorrência de trombose da veia porta durante 
sua manipulação (Sikuler et al.,1985). 
As alças intestinais foram colocadas no abdome e, com pontos contínuos, 
fechou-se o peritônio, infundindo-se anteriormente cerca de 10 mL de solução 
fisiológica na cavidade abdominal. O peritôneo foi suturado utilizando um fio vicryl 
4.0 e a parede exterior com pontos isolados utilizando fio mono 4.0. Uma solução 
antiséptica foi aplicada e os animais mantidos em incubadora até plena 
recuperação pós-cirúrgica, antes de serem direcionados para sua respectiva 
gaiola. Após os animais recuperarem-se da anestesia em caixas individuais, 
forradas com maravalha e em incubadoras para recém-nascidos (aquecimento e 
suporte de oxigênio), foram analgesiados no pós-operatório com dipirona (200 
mg/Kg), sendo a primeira administração intramuscular e as posteriores por via-
oral (6 gotas) (500 mg/kg), com frequência de 8/8 horas por 72h. 
Os animais controles ou operados ficticiamente (SO) sofreram o mesmo 
procedimento, não tendo, no entanto, a veia porta parcialmente ligada. Após a 
cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, devidamente 
supervisionados até o dia do experimento. 
 
3.4.2.4.2 Administração do Veículo e da N-acetilcisteína  
O tratamento diário com a NAC iniciou-se a partir do 8º dia do 
procedimento cirúrgico por via intraperitoneal, na dose de 10 mg de N-
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acetilcisteína (Sigma Chemical Co., St. Loiis, MO, USA: CAS registry number 616-
91-1) por Kg de peso do animal (Vercelino et al., 2008), diluída em 0,6 mL de 
veículo. Os animais controle receberam somente o veículo (solução fisiológica-
NaCl 0,9%) no mesmo volume.  
 
3.4.2.4.3 Obtenção das Amostras de Tecido, Sangue e Morte dos Animais  
Transcorridos quinze dias do desenvolvimento do modelo experimental e 
tratamento, os animais foram novamente pesados e anestesiados com uma 
mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilasina (10 mg/kg) 
por via intraperitoneal. Posteriormente, realizou-se tricotomia da região 
abdominal, seguida de uma laparotomia ventral média, para que as alças 
intestinais fossem expostas. Uma porção de cerca de 8 cm do intestino grosso foi 
retirada para as posteriores análises, da seguinte forma: 
 
1º) Um pequeno fragmento do intestino grosso foi retirado e emergido em 
formol 10%, para posterior análise histológica; 
2º) O restante do intestino grosso foi pesado e congelado a –80ºC para as 
análises de lipoperoxidação, enzimas antioxidantes e Western blot. 
 
Ao final do experimento, os animais sofreram eutanásia por exanguinação 
sob anestesia profunda, conforme descrito em AVMA Guidelines from Euthanasia 
(AVMA, 2007). 
Os corpos dos animais foram acondicionados em embalagens específicas 
para descarte e mantidos em freezer até sua incineração realizada pelo setor 




3.4.2.4.4 Análises Laboratoriais  
3.4.2.4.4.1 Avaliação da Expressão das Proteínas NF-κB e TNF-α pela Técnica de 
Imunohistoquímica 
A expressão das proteínas fator nuclear-kβ (NF-kB) e fator de necrose 
tumoral (TNF-α) foram determinadas através de análise imunohistoquímica. A 
recuperação antigênica foi estabelecida usando um tampão a 100ºC e a atividade 
da peroxidase endógena foi bloqueada por incubação com metanol absoluto. As 
lâminas foram incubadas com anticorpo policlonal de coelho (NF-κB [sc-9072], 
1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anticorpo monoclonal de 
cabra (TNF-α [sc- 1351], 1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) 
“overnight” a uma temperatura de 4ºC. As lâminas foram lavadas com tampão e 
incubadas com o anticorpo secundário goat anti-rabbit IgG-HRP (sc-2004) durante 
30 minutos em temperatura ambiente. O material foi analisado por um patologista 
sem conhecimento prévio dos grupos do trabalho, utilizando um microscópio 
equipado com uma câmera digital para capturer imagens usando o programa 
Image-Plus software (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA). A quantificação 
da expressão da NF-kB e TNF-α foi realizada via análise digital com Adobe 
Photoshop® CS3 extended 10.0, e envolveu a contagem dos pixels corados por 
análise imunohistoquímica. O nível da sua expressão foi determinado pela 
multiplicação da densidade média da imagem pela porcentagem de áreas 
positivamente coradas (áreas de coloração castanha) (Gaffey et al., 1992).  
 
3.4.2.4.4.2 Avaliação da Expressão da Proteína iNOS pela Técnica de Western 
blot 
A análise de Western blot foi feita em extrato citosólico preparado a partir 
do homogeneizado de intestino. A fracção sobrenadante foi recolhida e 
armazenada a 80ºC em alíquotas até a sua utilização. A concentração de proteína 
foi medida por Bradford (1976). As proteínas lisadas foram fraccionadas por 
electroforese em gel de sulfato de sódio-poliacrilamida (SDS-PAGE) e 
transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF). As membranas 
foram então bloqueadas com 5% de leite em pó desnatado em solução salina 
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Trisbuffered contendo 0,05% de Tween 20 (TTBS) durante 1 hora à temperatura 
ambiente e sondadas durante a noite a 4ºC com anticorpo policlonal de rato 
(NOS2 (sc-7271), Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) em uma 
dilução de 1:200-1.000 com TTBS em 5% de leite em pós desnatado,  e anticorpo 
anti-β-actina (42 kDA) (Sigma Aldrich, StLouis, MO, USA) em uma diluição de 1: 
com TTBS em 5% de leite em pós desnatado. Após lavagem com TTBS, as 
membranas foram incubadas durante 1h à temperatura ambiente com anticorpo 
secundário IgG-HRP sc-2005, e anti-goat donkey (sc-2020, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA,1:4000). A detecção de proteínas foi 
realizada através de quimioluminescência utilizando um kit ECL comercial 
(Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Grã-Bretanha). A densidade das 
bandas específicas foi quantificada com um densitômetro de imagem Software 
(Scion Image, Maryland, MA) (Tuñon et al., 2013). 
 
3.4.2.4.4.3 Preparo do Homogeneizado 
Uma porção do intestino grosso foi retirada, pesada e armazenada em 
freezer -80ºC. Foram adicionados 5 ml de buffer fosfato (140 mM KCl, 20 mM 
fosfato, pH 7.4) por grama de tecido, e homogeneizados durante 1 min em Ultra-
Turrax (IKA-WERK) na temperatura de 4ºC. Em seguida, os homogeneizados 
foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm (1110 x g) em centrífuga 
refrigerada (SORVALL RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge), e o 
sobrenadante retirado e congelado em freezer -80ºC para as dosagens 
posteriores (Llesuy et al., 1985). 
 
3.4.2.4.4.4 Dosagem de Proteína 
A concentração de proteínas no homogeneizado de intestino foi 
determinada através do método de Bradford, onde foi utilizada uma albumina 
bovina (SIGMA) como padrão. As amostras foram mensuradas 
espectrofotometricamente 595 nm, e os valores expressos em mg/mL. Esses 
valores foram utilizados para calcular posteriormente o TBARS e os valores das 
enzimas antioxidantes (Bradford, 1976). 
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3.4.2.4.4.5 Determinação dos Níveis de Substâncias que Reagem ao Ácido 
Tiobarbitúrico 
Com o intuito de avaliar a lipoperoxidação nos grupos presentes neste 
estudo, utilizamos o método de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 
(TBARS). A técnica de TBARS consiste no aquecimento do material 
homogeneizado na presença de ácido tiobarbitúrico e a consequente formação de 
um produto de coloração rósea, medido em espectrofotômetro a 535 nm. O 
aparecimento de coloração ocorre devido à presença do malondialdeído e outras 
substâncias provenientes da peroxidação lipídica no material biológico. 
Foram colocados em tubo de ensaio, nesta ordem de adição, 0,5 mL de 
ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,37%, 0,25 mL de água destilada, 0,75 mL de ácido 
tricloroacético (TCA) 15% e 0,25 mL do homogeneizado. O TBA reagiu com 
produtos da lipoperoxidação, formando uma base de Schiff, e o TCA teve função 
de desnaturar as proteínas presentes, além de acidificar o meio de reação. A 
seguir, agitou-se cada tubo, que foram aquecidos à temperatura de 100ºC durante 
30 minutos. Após, os tubos foram resfriados e acrescentou-se 1,5 mL de álcool n-
butílico para extrair o pigmento formado. Os tubos foram colocados em agitador 
(Biomatic) por 45 segundos e centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm (612.8 x 
g) a 4ºC. Por último, o produto foi retirado e a leitura em espectrofotômetro 
realizada (CARY 3E – UV – Visible Spectrophotometer Varian) com comprimento 
de onda de 535 nm. A concentração de TBARS foi expressa em nmoles/mg de 
proteína (Buege e Aust, 1978). 
 
3.4.2.4.4.6 Determinação da Atividade da Enzima Superóxido dismutase 
A atividade desta enzima é definida por sua capacidade para inibir um 
sistema de detecção que reage com o O2
·-.  
A reação catalisada é a seguinte: 
 
                                                                  SOD 
O2
·- + O2
·- + 2H+                                   H2O2 + O2          
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A atividade da enzima antioxidante SOD avalia a capacidade dessa enzima 
em inibir a reação do radical superóxido com epinefrina.  Em uma micoplaca de 
96 poços, foi colocada tampão glicina (50 mM pH 11), homogeneizado e a 
epinefrina (60 mM pH 2). Após foi feita agitação e a leitura realizada a 480 nm. Os 
dados são expressos em unidades de SOD por miligrama de proteína (USOD/mg 
prot) (Misra e Fridovich, 1972). 
 
3.4.2.4.4.7 Determinação da Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase 
A enzima GPx atua sobre o peróxido de hidrogênio (H2O2) utilizando a GSH 
como doador de hidrogênios. A técnica consiste em determinar a ativadade da 
enzima espectrofotometricamente, medindo a velocidade de oxidação do NADPH 
na presença de glutationa reduzida e de glutationa redutase em uma reação. Para 
tal, em uma cubeta de quartzo foram colocados solução reguladora de fosfatos 
potássios (100 mM, pH 7,0), glutationa reduzida (GSH) (40 mM), glutationa 
redutase (GR), NADPH (10 mM) e azida sódica (20mM) para a inibição da 
atividade da catalase. As amostras foram lidas numa absorbância de 340 nm e a 
atividade foi expressa em nmol/min/mg de proteína (Flohe et al., 1973). 
 
3.4.2.4.5 Biossegurança e Descarte de Resíduos 
Os frascos, luvas e demais materiais contaminados foram devidamente 
descartados nos lixos de materiais específicos do HCPA, para posterior 
incineração. Os resíduos provenientes dos reagentes utilizados nas técnicas 
foram devidamente armazenados em frascos específicos e destinados ao Setor 
de Higienização responsável pelo procedimento correto de eliminação. Os demais 
resíduos não tóxicos foram descartados no sistema de esgoto comum. 
 
3.4.2.4.6 Análise Estatística  
A partir dos dados coletados, as médias e os erros padrões das médias de 
cada grupo foram calculados, utilizando para análise estatística o software 
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Graphpad Instat, versão 3.0 para Windows XP2000. Foi realizada análise de 
variância (ANOVA) seguida de teste Student-Newman-Keuls para múltiplas 






4.1 EXPERIMENTO I 
Apresentados no artigo I: Antioxidant effect of N-acetylcysteine on 




































































4.2 EXPERIMENTO II 
Apresentados no artigo II: N-acetylcysteine modulates angiogenesis and 
vasodilation in stomach such as DNA damage in blood of portal hypertensive rats, 
























































4.4 EXPERIMENTO IV 
Apresentados no artigo IV: Inflammatory bowel and oxidative stress 
changes in an experimental model of portal hypertension: action of N-
































































5 DISCUSSÂO GERAL 
 
Os resultados apresentados nessa Tese permitem o maior entendimento 
da fisiopatologia da Hipertensão Portal, bem como apontam uma reflexão a 
respeito N-acetilcisteína como um eventual tratamento alternativo na atenuação 
dos danos gástricos e intestinais presentes nesta síndrome. A NAC é um 
antioxidante (Dean et al.,2011) com propriedades anti-inflamatórias (De Andrade 
et al., 2015) cuja ações parecem ser promissoras em uma síndrome de cunho 
inflamatório e oxidativo como a hipertensão portal.  
A síndrome da hipertensão portal é responsável por uma alta taxa de 
mortalidade entre pacientes (Bolognesi et al, 2017). Assim, há importância na 
investigação de alternativas plausíveis no tratamento da mesma. Os achados 
decorrentes desta síndrome na circulação mesentérica devem ser considerados 
em duas circunstâncias: associada à cirrose e decorrente da obstrução portal, 
sem cirrose. Quando há cirrose, a repercussão geral é mais intensa e grave 
devido à disfunção hepatocitária, que desempenha um importante fator de 
agravamento clínico. Há alteração metabólica, diminuição da síntese proteica, de 
fatores imunológicos e de coagulação. As infecções, encefalopatia e hemorragias 
difusas são frequentes com a cirrose e quase não ocorrem na hipertensão portal 
sem cirrose. Mesmo havendo diferenças nas características evolutivas da 
hipertensão portal, os mecanismos fisiopatogênicos do aumento da pressão portal 
são idênticos e largamente utilizados para o estudo da circulação hiperdinâmica 
(Sauerbruch e Trebicka, 2014). 
 No caso deste trabalho, cujo objetivo foi estudar as alterações gástricas e 
intestinais decorrentes do desarranjo hemodinâmico presente na síndrome da 
hipertensão portal, bem como a ação da NAC nesses tecidos, optamos por utilizar 
um modelo experimental característico de hipertensão portal pré-hepática: o 
modelo de ligadura parcial da veia porta (LPVP), conforme descrito na seção de 
material e métodos (Sikuler et al., 1985).  
Inicialmente, determinamos a eficácia deste modelo experimental como 
indutor de hipertensão portal através da mensuração da pressão portal. Os 
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animais submetidos ao modelo LPVP demonstraram valores elevados de pressão 
na veia mesentérica quando comparados aos controles.  
Verificamos ainda um aumento dos níveis de óxido nítrico no estômago dos 
animais LPVP, sendo esse fato condizente com a elevação dos valores de NO 
sérico em pacientes com hipertensão portal (Gjeorgjievski e Cappell, 2016). Esse 
resultado demonstrou o papel central desta molécula no estabelecimento da 
circulação colateral hiperdinâmica. Os altos níveis de óxido nítrico foram 
associados ao agravamento da doença. Desta forma, decidimos estudar a 
principal via de ativação do óxido nítrico na HP, segundo a literatura, a via óxido 
nítrico sintase endotelial (eNOS) (Marques et al., 2013), bem como a modulação 
da NAC na mesma. 
A produção intravascular de eNOS e consequente elevação de níveis do 
óxido nítrico pode ser estimulada principalmente pelo estresse de cisalhamento, 
ou shear stress, o qual é disparado na hipertensão portal devido ao aumento da 
pressão (Kuo e Schroeder, 1994). Outro estímulo importante para a produção de 
NO é justamente o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), uma peça-
chave no desenvolvimento da circulação colateral (Abraldes et al., 2006). Ambos 
estavam elevados no estômago dos animais com ligadura parcial de veia porta. 
Ainda, encontramos altos níveis de HSP90 e TNF- no estômago dos animais 
com hipertensão portal, sendo esses apontados na literatura como vias 
secundárias de estímulo à síntese NO via eNOS (Martellet al., 2010).  
A ativação desta chaperona no modelo animal de hipertensão portal nos 
demonstrou que esta proteína também exerce papel contribuinte no 
desenvolvimento da circulação hiperdinâmica, e o TNF-, por sua vez, apontou a 
simultaneidade do estabelecimento deste quadro com o processo inflamatório. 
Outra ação do TNF-, estabelecida com os resultados desta tese, foi justamente a 
ativação de uma outra citocina pró-inflamatória, o NF-kB, que, por sua vez, 
contribui para a síntese de NO via óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (Moreira 
et al., 2004). 
A produção de óxido nítrico via iNOS neste modelo experimental foi 
demonstrada nos nossos experimentos, uma vez que esta proteína também se 
mostrou aumentada no estômago dos animais com hipertensão portal. A maior 
expressão da iNOS contribuiu para o agravamento da doença, bem como para o 
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estabelecimento de um quadro inflamatório local. O TNF-, ainda, estimula 
diretamente o NF-kB, garantindo uma super-produção de iNOS (Kavianiet al., 
1997) que contribui para o desenvolvimento da circulação colateral e processo 
inflamatório (Gjeorgjievski e Cappell, 2016). 
O envolvimento do óxido nítrico na fisiopatologia da doença é relacionado 
não somente com o quadro de vasodilatação esplâncnica, mas também com o 
fato desta molécula ser potencialmente lesiva aos tecidos. O NO reage facilmente 
com o ânion radical superóxido (O2
°-) e gera produtos conhecidos como espécies 
reativas de nitrogênio, como o peroxinitrito (ONOO-), responsáveis pelo quadro de 
estresse nitrosativo (Iwakiri e Kim, 2015). Verificamos uma alta produção de 
peroxinitrito no estômago dos animais através da avaliação da presença de 
Nitrotirosina (NTT), um composto formado através da reação do peroxinitrito com 
resíduos de tirosina e tirosina livre (Tenget al., 2016). 
Não somente o quadro de estresse nitrosativo foi verificado, mas também 
de estresse oxidativo. Os altos índices de substâncias que reagem ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS), um marcador de lipoperoxidação, juntamente com a 
menor atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e 
glutationaperoxidase (GPx), encontrados no estômago, determinou a relação 
entre o estresse oxidativo e o quadro de gastropatia da hipertensão portal. Ainda, 
ao verificarmos a expressão da SOD, por Western blot, concluímos que esta 
estava aumentada, embora sua atividade estivesse diminuída.  
Uma maior expressão acompanhada de uma menor atividade enzimática 
nos aponta, mais uma vez, uma grande produção de ânion radical superóxido 
(Moreira et al., 2015) que, por sua vez, pode ser relacionada aos altos níveis de 
óxido nítrico (Hu et al., 2013). Outra molécula antioxidante a qual verificamos uma 
maior expressão no tecido gástrico foi a NAD(P)H quinonaoxidorredutase1 
(NQO1) que, embora menos eficaz que a SOD, apresenta uma importante 
contribuição na redução da biodisponibilidade do ânion radical superóxido 
(Ma,2013). 
Conforme descrito na literatura, o estresse oxidativo compromete a 
atividade de enzimas/proteínas e lipídeos (Li et al., 2015). Verificamos esses 
eventos no estômago dos animais com hipertensão portal, conforme acima 
descrito. Do mesmo modo, o comprometimento de bases de DNA pelo 
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desequilíbrio redox é também descrito (Grindelet al., 2016). Constatamos este 
fato por meio do ensaio cometa no qual observamos aumento de dano ao DNA no 
sangue de animais pertencentes ao grupo LPVP. Esse dado é inédito na 
literatura, uma vez que este ensaio nunca havia sido realizado neste modelo 
experimental. 
Com os resultados obtidos até este momento, pudemos concluir que os 
animais com hipertensão portal demonstraram um quadro muito bem estabelecido 
de estresse oxidativo, nitrosativo e processo inflamatório, quando avaliado o 
estômago e sangue desses animais.  
A literatura traz-nos pouca informação a respeito do quadro de Colopatia 
da Hipertensão portal. Existem muitas controvérsias e, embora na clínica este 
quadro seja relativamente frequente, a literatura é consideravelmente escassa. Ao 
contrário dos trabalhos publicados a respeito do quadro de Gastropatia, não 
existe consenso a respeito do modelo experimental adequado para estudar as 
alterações intestinais presentes na síndrome da hipertensão portal. Dessa forma, 
nosso próximo passo foi avaliar se poderíamos verificar alterações no intestino 
dos animais utilizando o mesmo modelo e tempo experimental utilizado para 
estabelecer a Gastropatia. De fato, obtivemos dados muito semelhantes àqueles 
encontrados no estômago dos animais sob as mesmas condições experimentais 
anteriormente publicadas.  
Verificamos o estabelecimento do quadro de estresse oxidativo, condizente 
com elevados níveis de lipoperoxidação avaliada por TBARS, bem como atividade 
enzimática da SOD e GPx diminuídas no intestino. Ainda, a maior expressão da 
iNOS foi associada a maiores concentrações de NF-kB e TNF-, sugerindo o 
estabelecimento do processo inflamatório intestinal. Esse cenário leva-nos a crer 
que exista uma íntima relação entre a inflamação e as alterações de microbiota 
frequentemente citadas na literatura (Ostaffet al, 2013). Nosso próximo passo é, 
de fato, verificar estas específicas alterações, conforme será descrito na seção de 
perspectivas.  
Assim, pudemos concluir que o desenvolvimento da Colopatia induzida 
pela Hipertensão portal está associado com estresse oxidativo, nitrosativo e 
inflamação. Além disso, o estabelecimento da Colopatia parece ocorrer no mesmo 
150 
 
tempo experimental necessário para o estabelecimento do quadro de Gastropatia 
da hipertensão portal.  
No entanto, nossos objetivos eram não somente estudar as alterações 
gástricas e intestinais, bem como suas vias de ativação na hipertensão portal pré-
hepática, e também avaliar a ação de um tratamento antioxidante e anti-
inflamatório na atenuação dos danos desencadeados por esta síndrome. O 
tratamento eleito foi a N-acetilcisteína (NAC), devido ao fato deste fármaco ser 
muito bem tolerado, utilizado na clínica médica, e considerado um tratamento 
farmacológico eficaz (Shahripouret al., 2014). 
A presente tese demonstrou que a NAC foi capaz de reverter todos os 
parâmetros analisados no estômago e intestino, além de não ter demonstrado 
nenhuma ação genotóxica, avaliada no sangue dos animais.  
Concluímos que o importante papel da NAC na modulação de todo o 
quadro hemodinâmico acima descrito ocorre devido à sua capacidade de reduzir 
a biodisponibilidade de óxido nítrico através da interação do seu componente tiol 
com o NO, e a posterior formação de nitrosotiol (Zhuanget al., 2012). Reduzindo a 
disponibilidade de óxido nítrico, a NAC foi capaz de atenuar o desenvolvimento da 
circulação colateral, avaliada histologicamente. Consequentemente, a via de 
ativação da eNOS via estresse de cisalhamento foi anulada.  
O mesmo pode ser afirmado quando analisado a redução do VEGF no 
estômago desses animais. O fato de ter uma menor biodisponibilidade de óxido 
nítrico, bem como uma menor pressão no sistema portal, reduziu o 
desenvolvimento da circulação colateral hiperdinâmica e, dessa forma, não houve 
mais liberação de fator de crescimento vascular endotelial. A produção de HSP90 
também reduziu no estômago dos animais tratados, uma vez que não havia 
estímulo fisiológico para uma maior produção de óxido nítrico via eNOS. 
As propriedades anti-inflamatórias da NAC na gastropatia e na colopatia 
foram demonstradas pela redução nas expressões de NF-kB e TNF- em ambos 
os tecidos estudados. Os diminuídos níveis de TNF- acarretaram em uma menor 
estimulação da síntese de NO via eNOS, avaliada no estômago. O fator de 
necrose tumoral, por sua vez, não estimulou a via do NF-kB, e consequentemente 




As propriedades antioxidantes da NAC na gastropatia e colopatia também 
foram estabelecidas. Esta molécula foi capaz de reduzir a lipoperoxidação no 
estômago e intestino, bem como restaurar a atividade das enzimas antioxidantes 
SOD e GPx. A expressão da NQO1 no tecido gástrico também se mostrou 
significativamente reduzida, levando-nos a crer que houve uma redução na 
concentração de ânion radical superóxido. Este fato foi confirmado por meio da 
avaliação dos níveis de NTT no estômago dos animais tratados, que também se 
mostraram diminuídos.  
Por fim, nosso segundo experimento nos mostrou que a NAC não exercia 
nenhum efeito genotóxico na dose utilizada, fato esse que nos levou a excluir 
nosso grupo controle tratado por fins de redução amostral. Por outro lado, esta 
molécula atuou revertendo o índice de dano ao DNA no tecido sanguíneo 
analisado. Dessa forma, concluímos que a N-acetilcisteína exerce ação 
antioxidante, anti-inflamatória e antigenotóxica na Gastropatia e Colopatia da 









Concluímos que a N-acetilcisteína exerce ação antioxidante, anti-
inflamatória e antigenotóxica na Gastropatia e Colopatia da Hipertensão Portal, 
em modelo animal de ligadura parcial da veia porta.  
 
6.1 CONCLUSÕES ARTIGO I 
Antioxidant effect of N-acetylcysteine on prehepatic portal 
hypertensive gastropathy in rats. Ann Hepatol 2014; 13(3):370-377.  
 
Neste artigo são respondidos os seguintes objetivos: 
1. Mensurar a pressão portal através da veia mesentérica nos diferentes grupos 
experimentais; 
O modelo de ligadura parcial da veia porta aumentou os valores de pressão 
portal nos animais do grupo LPVP, sendo a NAC capaz de reduzir estes valores 
no grupo tratado.  
2. Avaliar os níveis séricos das aminotransferases aspartato (AST) e alanina 
(ALT) e da fosfatase alcalina (FA) nos diferentes grupos experimentais; 
Não observamos nenhuma diferença nos níveis séricos das enzimas 
avaliadas, demonstrando que o modelo animal utilizado não infligiu nenhum dano 
hepático, caracterizando um modelo experimental pré-hepático. 
3. Avaliar a lipoperoxidação utilizando o método de substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) no estômago dos animais dos diferentes grupos 
experimentais; 
Os animais submetidos ao modelo LPVP apresentaram altos níveis de 
lipoperoxidação no estômago, avaliado pela técnica de TBARS, quando 
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comparados aos demais grupos. O tratamento com a NAC foi capaz de reduzir os 
níveis de estresse oxidativo nos animais do grupo LPVP+NAC. 
4. Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e 
glutationa peroxidase (GPx) no estômago dos animais dos diferentes grupos 
experimentais; 
A atividade das enzimas SOD e GPx apresentou-se reduzida no grupo 
LPVP, sendo a NAC eficaz em restaurar a atividade de ambas as enzimas no 
estômago dos animais estudados. 
5. Avaliar os metabólitos de óxido nítrico (nitritos e nitratos) no estômago dos 
animais dos diferentes grupos experimentais; 
Os níveis dos metabólitos de óxido nítrico estavam aumentados no 
estômago dos animais com hipertensão portal. O tratamento com a NAC reduziu 
os níveis de nitritos e nitratos no tecido analisado. 
6. Avaliar as alterações histopatológicas no estômago dos animais dos diferentes 
grupos experimentais, bem como o calibre dos vasos na submucosa gástrica. 
Observamos alterações histológicas condizentes com um quadro de 
vasodilatação no estômago dos animais submetidos à ligadura parcial da veia 
porta. A NAC reduziu o calibre dos vasos no estômago dos animais tratados. 
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6.2 CONCLUSÕES ARTIGO II 
 
N-acetylcysteine modulates angiogenesis and vasodilation in stomach such 
as DNA damage in blood of portal hypertensive rats World J Gastroenterol 
2015; 21(43):12351-12360. 
 
Neste artigo são respondidos os seguintes objetivos: 
1. Avaliar a imunorreatividade das proteínas eNOS, VEGF e Nitrotirosina (NTT) 
pelo método de imunohistoquímica no estômago dos animais dos diferentes 
grupos experimentais; 
Observamos um aumento significativo da expressão das proteínas 
avaliadas pelo método de imunohistoquímica no estômago dos animais do grupo 
com hipertensão portal, sendo a NAC capaz de reduzir a expressão de todas. 
2. Avaliar a expressão das proteínas eNOS e VEGF pela técnica de Western blot 
no estômago dos animais dos diferentes grupos experimentais; 
A expressão das proteínas eNOS e VEGF, avaliada por Western blot, 
demonstrou-se aumentada no grupo LPVP. A NAC reduziu a expressão de ambas 
no estômago dos animais tratados.  
3. Avaliar o dano ao DNA através do ensaio cometa no sangue dos animais dos 
diferentes grupos experimentais. 
Observamos um aumento do dano ao DNA no sangue dos animais com 






6.3 CONCLUSÕES ARTIGO III 
 
Synergistic antioxidant and anti-inflammatory action of N-acetylcysteine in 
portal hypertensive gastropathy in rats.  
 
Neste artigo são respondidos os seguintes objetivos: 
1. Avaliar a imunorreatividade das proteínas NF- B e TNF- pelo método de 
imunohistoquímica no estômago dos animais dos diferentes grupos 
experimentais; 
Observamos um aumento significativo da expressão das proteínas 
avaliadas pelo método de imunohistoquímica no estômago dos animais do grupo 
com hipertensão portal, sendo a NAC capaz de reduzir a expressão de ambas. 
2. Avaliar a expressão das proteínas HSP90, NQO1, iNOS e SOD pela técnica de 
Western blot no estômago dos animais dos diferentes grupos experimentais. 
A expressão das proteínas HSP90, NQO1, iNOS e SOD, avaliada por 
Western blot, demonstrou-se aumentada no grupo LPVP. A NAC reduziu a 




6.4 CONCLUSÕES ARTIGO IV 
 
Inflammatory bowel and oxidative stress changesin an experimental model 
of portal hypertension: action of N-acetylcysteine. J Coloproctol 2016; 
36(4):231239. 
 
Neste artigo são respondidos os seguintes objetivos: 
1. Avaliar a lipoperoxidação utilizando o método de substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) no intestino grosso dos animais dos diferentes grupos 
experimentais; 
Os animais submetidos ao modelo LPVP apresentaram altos níveis de 
lipoperoxidação no intestino grosso, avaliado pela técnica de TBARS, quando 
comparados aos demais grupos. O tratamento com a NAC foi capaz de reduzir os 
níveis de estresse oxidativo nos animais do grupo LPVP+NAC. 
2. Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e 
glutationa peroxidase (GPx) no intestino dos animais dos diferentes grupos 
experimentais; 
A atividade das enzimas SOD e GPx apresentou-se reduzida no grupo 
LPVP, sendo a NAC eficaz em restaurar a atividade de ambas as enzimas no 
intestino dos animais estudados. 
3. Avaliar a imunorreatividade das proteínas NF- B e TNF- pelo método de 
imunohistoquímica no intestino dos animais dos diferentes grupos experimentais; 
Observamos um aumento significativo da expressão das proteínas 
avaliadas pelo método de imunohistoquímica no intestino dos animais do grupo 
com hipertensão portal, sendo a NAC capaz de reduzir a expressão de ambas. 
4. Avaliar a expressão da proteína iNOS pela técnica de Western blot no    
intestino dos animais dos diferentes grupos experimentais. 
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A expressão da proteína iNOS, avaliada por Western blot, demonstrou-se 
aumentada no grupo LPVP. A NAC reduziu a expressão desta proteína no 






Tendo em vista os resultados apresentados nesta Tese, nossas 
perspectivas futuras são embasadas na possível relação das alterações 
intestinais demonstradas em modelo de Ligadura Parcial da Veia Porta, com a 
alteração na microbiota destes animais.  
Em parceria com o Instituto do Petróleo e dos Recursos Naturais, 
localizado na TECNOPUC (Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul 
 PUCRS, Porto Alegre, Brasil), iremos sequenciar o genoma das bactérias 
presentes no intestino dos diferentes grupos experimentais. Esperamos que o 
modelo experimental utilizado possibilite alterações na microbiota intestinal, fato 
esse que irá correlacionar todas as alterações intestinais apresentadas nesta 
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